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1. Einleitung
1.1. Zystische Fibrose
1.1.1. Pathogenese und molekularbiologische Grundlagen der Erkrankung
Die zystische Fibrose (Mukoviszidose) ist die häufigste letal endende Erbkrankheit in der
kaukasischen Bevölkerung. Fünf Prozent, vorwiegend der weißen Bevölkerung sind he-
terozygote Träger dieser Erkrankung. Daraus ergibt sich eine Krankheitsinzidenz von
1:2.500 Neugeborenen (Niessen, K.-H. et al., 1996).
Ursache der Erkrankung ist eine Störung im Elektrolyttransport der Epithelien. Es liegt ei-
ne autosomal rezessiv vererbte Fehlsynthese der Chloridkanäle vor. Molekulargenetische
Grundlage ist eine Mutation auf Chromosom 7(7q31). Das dort lokalisierte Gen kodiert für
das CFTR-Protein „cystic fibrosis transmembrane regulator protein“, welches einem Chlo-
ridkanal entspricht. Inzwischen sind mehr als 600 Mutationen dieses Gens bekannt. Die
häufigste Mutation ist die DF508 und R553X (Ballmann und Smaczny, 1998). Die lumen-
seitige Zellmembran exokriner Epithelien enthält bei der Zystischen Fibrose zwar Chlorid-
kanäle, diese sind jedoch fehlerhaft und in ihrer Funktion gemindert (Riede, U.-N. et al.,
1993).
Beim gesunden Menschen erfolgt ein passiver Rückstrom von Chlorid in die Zelle, z.B. im
Schweißdrüsenepithel eine Chloridreabsorption aus dem gebildeten Schweiß. Im Epithel
des Respirationstraktes dagegen wird ein Chloridausstrom aus der Zelle beobachtet. Beim
Mukoviszidosepatienten ist diese beschriebene Chloridreabsorption im Schweißdrüsene-
pithel wie auch die Chloridexkretion im respiratorischen Epithel aufgrund des fehlerhaft
angelegten Chloridkanals gestört. Daraus resultiert ein Schweiß mit erhöhter Kochsalz-
konzentration und eine Eindickung des schleimigen Lungensekretes. Aus der Produktion
dieses hochviskösen Sekrets resultiert eine Neigung zur Inflammation und Infektion. Diese
führt im Verlauf der Erkrankung zur Destruktion des Lungengewebes und zu Veränderun-
gen im Bronchialsystem. Im Vordergrund der durch den Krankheitsprozeß entstandenen
Ventilationsstörungen steht die bronchiale Obstruktion. Eine kontinuierlich fortschreitende
bronchiale Obstruktion auf dem Boden rezidivierender Infektionen und Inflammationen
trägt zur Parenchymdestruktion mit Lungenemphysembildung bei. Chronische broncho-
pulmonale Entzündungen mit einer
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gestörten mukozilären Clearance führen bei CF-Patienten häufig zur Entstehung diffuser
Bronchiektasen (Ballmann und Smaczny, 1998).
Ebenso können Pankreas, die Schleimdrüsen des Duodenums und der Gallenwege sowie
die Sublingualdrüse betroffen sein. Die ausgeweiteten Drüsengänge werden entzündlich
und später narbig verändert (Riede, U.-N. et al., 1993).
Endstadium sind sekrethaltige Retentionszysten und Sklerosierung des Restparenchyms
(daher die Bezeichnung „Zystische Fibrose“, „CF“).
Zu den klinische Symptomen gehören der Mekoniumileus beim Neugeborenen, Ge-
deihstörungen, rezidivierende pulmonale Infekte, sowie bei 85% der Patienten eine exo-
krine Pankreasinsuffizienz. Einige Patienten entwickeln durch einen Befall des Insel-
zellapparates zusätzlich eine endokrine Pankreasinsuffizienz und klinisch einen Diabetes
mellitus. Die Erkrankung kann jedoch auch mehr monosymtomatisch verlaufen, wobei
entweder bronchopulmonale Infekte, die Pankreasinsuffizienz oder in selteneren Fällen
hepatobiliäre Funktionsstörungungen mit portaler Hypertonie infolge von Leberzirrhose zur
Diagnosestellung führen (Riede, U.-N. et al., 1993).
Eine kausale Therapie dieser genetischen Erkrankung ist bisher nicht gelungen, so daß
die Therapie in symptomatisch dauerhafter Behandlung der gastrointestinalen und pulmo-
nalen Probleme besteht. Neben Pankreaenzym- und Vitaminsubstitution sind die Antibio-
tikatherapie sowie die intensive Inhalations- und Physiotherapie entscheidende therapeu-
tische Ansätze.
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Abbildung 1.1: Pathogenese der Zystischen Fibrose,
 aus: Kinderheilkunde, G.-A.v. Harnack, 1994: S.353
1.1.2. Bakterielle Infektionen
Entscheidend für die Prognose und den Verlauf der Krankheit sind die bakteriellen Infek-
tionen. Häufig sind im Bronchialschleim der Patienten Pseudomonas aeruginosa, Sta-
phylococcus aureus und Haemophilus influenza nachweisbar (Pitcher-Wilmott-RW et al.,
1982).
Aufgrund der verminderten Chloridleitfähigkeit im Bereich der intrazytoplasmatischen
Membran werden Alkalinisierung und Glykosylierungsstörungen in den Epithelien beob-
achtet. Es entstehen Asialoganglioside, die als Haftstrukturen für die Bakterien dienen
(Riede, U.-N. et al., 1993). Ebenso können die Keime durch die aufgrund von häufigen
Infektionen geschädigte Schleimhaut (gestörte Schutzbarriere) penetrieren.
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1.1.3. Pilzinfektionen bei CF-Patienten
Neben bakteriellen Komplikationen haben auch Pilzinfektionen an Bedeutung für den
Krankheitsverlauf zugenommen. Beschrieben wurde bei den CF-Patienten die broncho-
pulmonale Aspergillose (ABPA). Ursächlich für die ABPA ist eine Inhalation von Aspergil-
lus fumigatus-Konidien. Es kommt zu einer Sensibilisierung gegenüber diesem Keim. Als
auslösende Immunmechanismen werden eine IgE-vermittelte Typ I-Reaktion und eine
durch Immunkomplexe ausgelöste Typ III-Reaktion diskutiert. Klinische Kriterien sind rezi-
divierendes Fieber, frische Lungeninfiltrate, Bronchiektasen, Sputum mit Pilzpfropfen so-
wie fehlendes Ansprechen auf eine antibiotische Therapie. Diagnostische Kriterien sind
ein erhöhtes Gesamt-IgE, spezifisches IgE, spezifisches IgG und ein positiver Hauttest.
Die Diagnose einer ABPA kann gestellt werden, wenn bestimmte „Hauptkriterien“ erfüllt
sind  (Ballmann und Smaczny, 1998).
Aufgrund der besseren und konsequenter durchgeführten symptomatischen Therapie ma-
nifestieren sich einige Krankheitssymptome erst bei den erwachsenen CF-Patienten. So
sind Kortikosteroidtherapie, Ernährungsdefizite, Diabetes mellitus und gleichzeitige bakte-
rielle Besiedlung entscheidende Faktoren für die Anfälligkeit der Patienten gegenüber Pil-
zinfekten. 1989 berichteten Bhargava et al. von 13 Pilzinfektionen bei 63 autopsierten CF-
Patienten, wobei diese Pilzinfektionen meistens zu Lebzeiten nicht diagnostiziert wurden.
Dabei wurde folgende Einteilung vorgenommen: Patienten mit Infektionen des Respirati-
onstraktes, Patienten mit lokalen Infektionen und Patienten mit disseminierten Infektionen.
In den Läsionen wurden Aspergillus spp., Candida spp. und Histoplasma capsulatum
nachgewiesen. Auffällig in dieser Studie war, daß bei den pilzbesiedelten Patienten häufi-
ger ein ZVK vorlag als bei Patienten ohne Pilzinfektion. Somit stellt die Implantation eines
ZVKs ein zusätzliches Risiko da. Bhargara et al. betonten, daß Pilzinfektionen bei CF-
Patienten stark korreliert mit dem Ausmaß der aggressiven therapeutischen Behandlung
mit fortschreitendem Alter der Patienten sind. Somit scheint eine konsequente antibioti-
sche Therapie das Risiko für eine Pilzinfektion (Steinkamp et al., 1989) zu erhöhen.
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1.2. Taxonomie und Vorkommen von Exophiala dermatitidis
Die sogenannten Schwarzen Hefen, zu denen E. dermatitidis gehört, sind melaninbildend
und vermehren sich vorzugsweise durch Sprossung bei Kultivierung im flüssigen Nährme-
dium (de Hoog, 1994). Schwierigkeiten ergaben sich aber bei der taxonomischen Einord-
nung des Pilzes, die anhand der Konidogenese erfolgt. Diese hängt bei den pleomorphen
Pilzen, zu denen die schwarzen Hefen gehören, von vielen Parametern ab (Licht, Tempe-
ratur, Feuchtigkeit). 1937 beschrieb Kano bei einer 28-jährigen Frau erstmals eine Infekti-
on mit E. dermatitidis unter der Bezeichnung Hormiscium dermatitidis. Es handelte sich
dabei um eine Phaeohyphomykose der Haut und der Subcutis des Gesichts. Eine
Phaohyphomykose bezeichnet eine Pilzinfektion mit Schwärzepilzen, die als Myzelform im
Gewebe imponiert.
Kano beschrieb also eine neue Art, die er in die Gattung Hormiscium als H. dermatitidis
einordnete. Später wurdes dieses Isoltat unter den Namen Fonsecaea dermatitidis (Car-
rion, 1950), Hormodendrum dermatitidis (Conant, 1953), Phialophora dermatitidis (Em-
mons, 1963) und Rhinocladiella mansonii (Schol-Schwarz, 1968) geführt. 1977 beschrieb
McGinnes diesen Stamm CBS 207.35 als Typusspezies der neuen Gattung Wangiella. De
Hoog ordnete dann dieses Isolat in die Gattung Exophiala ein.
E. dermatitidis ist ein Saprophyt, den man auf Pflanzen, Bodenmaterial und Holz findet
(Mok et al., 1984 und Dixon et al., 1986). Ebenso konnte der Pilz aus inneren Organen
von Fledermäusen isoliert werden (Muotoe-Okafor & Gugnani, 1993). Nishimura fand
1987 Isolate in Badewasser, Abflüssen und Luftbefeuchtern. 1994 konnte E. dermatitidis
auch in Badezimmern im Raum Aachen nachgewiesen werden (Haase et al., 1994). Der
Pilz kann bei einer Temperatur bis zu 42 °C im feuchten Mileu wachsen (Hohl, 1983).
In der Folgezeit wurden Fälle aus Japan beschrieben, bei denen hauptsächlich die Haut
infiziert war. Neben denen in Japan oder aus dem südostasiatischen Raum beschriebe-
nen Infektionen mit E. dermatitidis wurde 1983 von Hohl et al. in den USA erstmals von
einer Hautinfektion durch diese schwarze Hefe berichtet. Es handelte sich um eine sub-
kutane Knieinfektion bei einem Diabetiker mit zusätzlicher T-Zellfunktionsstörung. Auffällig
ist die Tatsache, daß Patienten mit rezidivierenden lokalen oder disseminierten Pilzinfek-
tionen zu sekundären T-Zelldefekten mit Suppression der Aktivität neigen.
Später wurden auch Fälle mit viszeraler Beteiligung beschrieben (Matsumuto et al., 1986).
Die Pathogenese läßt sich folgendermaßen zusammenfassen: Bei den Hautinfektionen
geht oftmals ein Trauma voraus, dabei kann der Pilz ins Gewebe penetrieren. Die
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Infektion bleibt entweder lokal begrenzt, oder es erfolgt eine systemische Ausbreitung.
Eine Dissemination kann auf hämatogenem oder lymphogenem Wege erfolgen, wobei E.
dermatitidis sich besonders im ZNS ansiedelt. Dieser Neutropismus wurde im Tiermodell
bestätigt. 1993 wurde von Hiruma et al. eine eindrucksvolle klinische Infektion bei einem
24-jährigen Mann mit systemischer Phaeohyphomykose, ausgelöst durch E. dermatitidis,
beschrieben. Es lagen LK-Schwellungen vor, sowie Entzündungsherde im Duodenum und
Pankreas, die chirurgisch entfernt wurden. Zwei Jahre später waren anhand von CT-
Aufnahmen Massen im Gehirn nachweisbar. Der Patient starb ein Jahr später. Einen ähn-
lichen Fall stellten Kenney et al. 1992 vor. Es handelte sich um eine systemische Infektion
mit E. dermatitidis bei einem Patienten mit chronisch granulomatöser Erkrankung, der
Lungen- und ZNS-Befall zeigte. Sowohl chirurgische Resektion als auch antibiotische
Therapie erbrachten hier eine Pilzelimination.
Als Folge von systemischer Dissemination können neben dem ZNS auch LK, Gallensy-
stem, Darm, Leber etc. befallen sein. Eine primäre Lungeninfektion erfolgt über Inhalation
von Pilzsporen.
Klinisch zeigen sich beim ZNS-Befall Kopfschmerz, Krampfanfälle und fokale neurologi-
sche Störungen. Beim Befall des Gallensystems weisen die Patienten Unwohlsein,
Schmerzen sowie Ikterus auf. Unbehandelt haben die Infektionen mit E. dermatitidis einen
progredienten Verlauf und enden oftmals letal.
1994 wurden von Blaschke-Hellmessen et al. eine Septikämie bei einem Kind mit akuter
lymphatischer Leukämie beschrieben. Nach Entfernen des ZVKs und Antimykotikagabe
konnte die Septikämie unter Kontrolle gebracht werden. 1995 beschrieben Simpson &
Nightingale vergleichbare Infektionen. Weitere Manifestationsorte von durch E. dermatiti-
dis bedingten Infektionen waren das Endokard bei einem Drogenkranken (Vartian et al.,
1985) und eine infizierte Aortenklappenprothese (Ventin et al., 1987). Eine Peritonitis
(Lye, 1993) manifistierte sich bei einem Patienten mit CAPD (continous ambulatory peri-
toneal dialysis).
E. dermatitidis wurde bei gesunden Urwaldindianern in Brasilien als Bestandteil der tran-
sienten Hautflora (Mok & Baretto da Silva, 1984) gefunden. Bei Abstrichen von 1.296 Per-
sonen ohne Zeichen einer Pilzinfektion konnte E. dermatitidis isoliert werden. Ebenso
konnte E. dermatitidis als Erreger einer Keratitis aus Cornea Transplantaten nachgewie-
sen werden (Pospil et al., 1990).
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1.3. Zystische Fibrose und Exophiala dermatitidis
Kusenbach et al., beschrieben 1992 bei einer 5-jähriger CF-Patientin eine Infektion mit
Exophiala dermatitidis. Das Kind zeigte im Röntgen-Thorax für CF untypische hiläre Ver-
dichtungen, und trotz antibiotischer Therapie erfolgte eine rapide Verschlechterung des
klinischen Zustandes. Neben E. dermatitidis konnten ebenfalls Candida albicans und As-
pergillus fumigatus im Sputum nachgewiesen werden. Antikörper gegen C. albicans waren
im Normbereich, Antikörper gegen A. fumigatus sowie C. albicans Antigen waren nicht
nachweisbar. Der positive Antikörpernachweis gegen E. dermatitidis, nachgewiesen mit-
tels indirektem Immunfluoreszenztest, legte nahe, daß dieser Pilz die Ursache der Lun-
geninfektion war. Er konnte sowohl morphologisch als auch biochemisch identifiziert wer-
den, wobei er mehrfach in Folge aus dem Sputum isoliert wurde. Therapeutisch setzte
man zunächst Amphotericin B, Fluorocytosin und dann Itraconazol ein. Daraufhin zeigte
sich ein deutlicher Rückgang der Symptome.
Es konnten mit Hilfe von Langzeitkulturen und später durch Einsatz eines neu entwickel-
ten Selektivmediums (de Hoog & Haase, 1993) weitere Fälle bei CF-Patienten mit E. der-
matitidis Infektionen aufgedeckt werden. 1995 wurde von Pfeiffer die Arbeitshypothese
eines Infektionsweges über entsprechend besiedelte Inhalationsgeräte aufgestellt. Die
Besiedlung der Lunge der CF-Patienten ist wahrscheinlich dadurch möglich, daß die Pilze
den erhöhten Chloridgehalt des Bronchialgewebes, welcher durch den gestörten Elektro-
lyttransport zustande kommt, tolerieren (de Hoog, 1993). Der Grund, weshalb dieser Pilz
bisher so selten isoliert wurde, besteht in seiner Eigenschaft, langsam zu wachsen. Daher
wurde das Anlegen von Langzeitpilzkulturen bei Patienten mit Zystischer Fibrose gefor-
dert. Bei elf Patienten mit CF konnte nach zwei Wochen Bebrütungsdauer E. dermatitidis
nachgewiesen werden. Inzwischen wurden von zahlreichen anderen Arbeitsgruppen ge-
zeigt, daß E. dermatitidis scheinbar weltweit bei CF-Patienten isoliert werden kann. Der
ebenfalls eingesetzte IFT zeigte Titer von 1:25 bis 1:1000. Dies weist daraufhin, daß nicht
nur eine oberflächliche Kolonisation, sondern ein invasiver Prozeß vorliegen könnte. Da
durch E. dermatitidis lebensbedrohliche Infektionen verursacht werden können (Matsu-
moto et al. 1993) ist der Pilznachweis anhand von Langzeitpilzkulturen notwendig, um ei-
ne wirksame Therapie rechtzeitig einleiten zu können.
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1.4. Immunglobuline
Aufbau und Funktion
1.4.1. Allgemeines
Das Immunsystem läßt sich unterteilen in ein zelluläres und ein humorales Kompartiment,
bei dem das erstgenannte die Zellen zur Erkennung körperfremder Strukturen und das
zweite die sogenannten Effektorsysteme zur Eliminierung des körperfremden Materials
beinhaltet. Auf die zelluläre Immunantwort soll hier nicht näher eingegangen werden.
Antigene, Substanzen, die eine Immunantwort nach einer stattgefundenen Infektion her-
vorrufen, induzieren sowohl eine B- als auch eine T-Zell-Antwort. Häufig überwiegt jedoch
abhängig von der Art des Antigens eine Antwort. Die B-Zell-Antwort führt zur Differenzie-
rung der B-Zelle in eine antikörperproduzierenden Plasmazelle bzw. Gedächtniszelle.
1.4.2. Aufbau und Struktur der AK-Moleküle
Antikörpermoleküle gehören zu den am besten charakterisierten Makromolekülen hin-
sichtlich ihrer Proteinstruktur und der zugrundeliegenden Genstruktur. Bei der Serum-
elektrophorese werden die Serumglykoproteine auftrennt. Die AK-Aktivität findet man
hauptsächlich in der langsam wandernden γ-und β-Globulinfraktion. Die γ-Globulinfraktion
besteht fast ausschließlich aus Antikörpern.
Das AK-Molekül besteht aus 2 heavy chains, H-Ketten (50-70 kDa) und 2 light chains , L-
Ketten (24 kDa), die über S-S Brücken verknüpft sind. Immunglobuline sind bifunktionale
Moleküle. Die N-terminalen Domänen der H-Ketten sind für die Ag-Bindung verantwortlich
(Erkennungsfunktion), die C-terminalen Domänen der H-Ketten vermittelt die biologische
Funktion der AK (z.B. Komplementaktivierung). Die Bindungsspezifität eines AK-Moleküls
wird bestimmt durch 4 kurze AS-Sequenzen in der N-terminalen Domäne der H-Ketten
und 3 AS-Sequenzen in der N-terminalen Domäne der L-Ketten. Die N-terminale Domäne
entspricht der sogenannten V-Region, die konstante Domäne der restlichen Kette wird als
C-Region bezeichnet. Die Ag Spezifität beruht folglich auf AS-Sequenzen der jeweiligen
V-Region. Die Vielfalt ist genetisch durch Rearrangements verschiedener Genabschnitte
begründet.
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Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau eines Immunglobulinmoleküls,
aus: Baenkler, Medizinische Immunologie
1.4.3. Bindung des Antigens an den Antikörper
Die Bindung beruht auf der Ausbildung vieler schwacher nicht kovalenter Bindungen, die
nur auf kurze Entfernung wirken können. Vorraussetzung für die Bindung sind möglichst
komplementäre Strukturen von Epitop (antigene Determinante) und Paratop (beteiligte
Region auf dem AK), die eine Annäherung über einen ausgedehnten Bereich mit zahlrei-
chen Interaktionen der AS-Seitenketten ermöglichen. Als Kreuzreaktivität bezeichnet man
die Bindung strukturell ähnlicher Ag.
1.4.4. Aufteilung in Klassen und Subklassen
Eine Unterscheidung erfolgt aufgrund folgender Kriterien:
1. Anzahl von C-Domänen, aus denen die H-Kette aufgebaut ist
2. Klassenspezifische AS-Sequenzen in den C-Domänen
3. Zahl der S-S-Brücken zwischen den H-Ketten
4. KH-Seitenketten an der H-Kette
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Beim Menschen unterscheidet man 5 Isotypen: IgA, IgD, IgE, IgG und IgM.
Bei diesen liegen verschiedene H-Ketten sowie verschiedene L-Ketten vor.
Die AK-Klasse hat keinen Einfluß auf die Ag-Spezifität, entscheidet aber über die biologi-
sche Funktion der Antikörper. Wenn es während einer Infektion zum „Switch“ von einer
AK-Klasse zur nächsten kommt, nutzt das Immunsystem die Möglichkeit, unter Beibehal-
tung der Ag-Spezifität die gegenüber dem jeweiligen Krankheitserreger am besten wirk-
same AK-Klasse herauszufinden.
Im Rahmen einer humoralen Antwort gegen T-Zell-abhängige Antigene wird IgM zuerst
gebildet, später wird es durch IgG abgelöst. Die T-Zell-unabhängigen Antigene (z.B. bak-
terielle Polysaccaride) induzieren fast ausschließlich IgM. IgG-Immunglobuline sind dann
die typischen Antikörper der Sekundärphase einer Immunantwort. Sie stellen die kleinsten
und häufigsten Antikörper dar.
Das IgA dagegen übt seine Wirkung auf den Schleimhautoberfächen aus und bindet, im-
mobilisiert und neutralisiert Antigene im „Vorfeld“, bevor sie in den Wirtsorganismus ein-
dringen können. Sie verhindern damit die Adhärenz, Kolonisation und Invasion von Mikro-
organismen.
Über die physiologische Funktion der IgE-Immunglobuline ist wenig bekannt. Sie sind ver-
antwortlich für pathologische allergische Reaktionen (z.B. Asthma, Heuschnupfen und
Urtikaria). Auslösende Antigene können aus den verschiedensten Bereichen des täglichen
Lebens stammen. Ein Zusammenhang zur IgG-, IgM- oder IgA- Bildung besteht nicht.
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Isotyp Ketten-
formel
Anzahl der
H-Ketten-
Domäne
Kohlen-
hydratanteil
(%)
Mr
(kDa)
IgG1 γ12L2 4 2 – 3 146
IgG2 γ22L2 4 2 – 3 146
IgG3 γ32L2 4 2 – 3 170
IgG4 γ42L2 4 2 – 3 146
IgM (µ2L2)5 5 12 970
IgA1 α12L2 4 7 – 11 160
IgA2 α22L2 4 7 – 11 160
IgD δ2L2 4 9 – 14 180
IgE ε2L2 5 12 190
Abbildung 1.3: Physikochemische und metabolische Eigenschaften des
menschlichen Serum-Immunglobulins,
aus: Baenkler: Medizinische Immunologie
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1.4.5. Funktion der Antikörper
Beim Erwachsenen machen die AK 20 % des Gesamtproteins im Serum aus. Die einzel-
nen AK-Klassen treten in unterschiedlichen Konzentrationen auf. Ihre biologischen Eigen-
schaften werden in der Abbildung 1.4. aufgeführt.
IgM IgG IgA IgE IgD
allgemeine
Eigenschaften
treten als erste
auf,
zeigen kürz-
liche Infektion
an
mengenmäßig
größter Anteil
an Gesamt-Ig
(75 %)
schleimhaut-
ständig,
dort protektiv,
resistent gegen
enterale
Proteasen
vermitteln Ent-
zündungen,
sind beteiligt an
anaphylak-
tischen
Reaktionen,
erhöht bei
parasitären
Infektionen
Antigenrezeptor
auf B-Zellen,
keine Sekretion
Komplement-
bindung
+++ ++ – – –
Bindung an
Mastzellen und
Basophile
– – – ++ –
Bindung an
Makrophagen
und PNG
– ++ (+) (+) –
Serumkonzen-
tration bei Er-
wachsenen (g/l)
0,5 – 2 8 – 16 1,4 – 4 2 (- 50) x 10-5 0 – 0,4
Anteil am Ge-
samt-Ig
6 80 13 0,004 0 – 1
Mittlere Halb-
wertszeit in
Tagen
5 18 – 23 6 1 – 5 2 – 8
Tabelle 1.1: Biologische Eigenschaften der Immunglobuline,
aus: Baenkler, Medizinische Immunologie
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Weitere Charakterisierung der einzelnen Antikörper:
IgM
Es ist der zuerst produzierte AK im Verlauf einer B-Zell-Antwort und Zeichen einer frischen
Infektion. Es bildet ebenso wie das IgG Ag-AK-Komplexe.
IgG
Es wandert in der Serumgelelektrophorese am langsamsten. Es kann in 4 Subklassen
unterteilt werden, die sich in der Zahl der S-S-Brücken und Hinge-Region unterscheiden.
Das IgG bildet Ag-AK-Komplexe durch die Bindung löslicher Ag. Gebildet wird dieser AK
von der Gedächtniszelle vornehmlich beim zweiten Kontakt mit dem spezifischen Ag.
IgA
Es liegt nicht nur im Serum, sondern in sämtlichen Körpersekreten vor, wo es den
Hauptanteil der Ig ausmacht. Das IgA ist wesentlich an der Abwehr von Pathogenen an
der Körperoberfläche beteiligt und kann Bakterienagglutination und Ephitelanheftung ver-
hindern. Man unterscheidet das IgA1 und das IgA2. Beim IgA1 handelt es sich um ein
monomeres IgA, welches hauptsächlich im Serum vorkommt. Das IgA2 ist ein Dimer, man
findet es in Körpersekreten und auf der Schleimhaut.
IgE
Das IgE besitzt die geringste Serumkonzentration der Immunglobuline unter physiologi-
schen Bedingungen, es variiert jedoch altersabhängig. Bei einer allergischen Reaktion
kann es allerdings um das 5-10 fache ansteigen. Es entfaltet im Falle eines anaphylakti-
schen Schocks eine lebensbedrohliche biologische Wirkung.
Dabei bindet das IgE mit hoher Affinität an spezifische Membranrezeptoren auf basophi-
len Granulozyten und Mastzellen. Es erfolgt eine Freisetzung von intrazellulär in Granula
gespeichertem Histamin und Proteasen, wenn mehrere Rezeptoren durch ein polyvalen-
tes Ag über die gebundenen IgE Moleküle vernetzt werden.
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Die durch bestimmt Zytokine geregelte Ausreifung von B-Zellen zu IgE-bildenden Plasma-
zellen erfolgt vor allem im lymphatischen Gewebe des Respirationstraktes und des Ga-
stointestinaltraktes. Oft besteht eine genetische Disposition auf bestimmte Reize mit einer
IgE-Bildung im Sinne einer Allergie zu reagieren, dabei reicht schon eine kleine Ag-Menge
aus. Allerdings ist die Streubreite groß. Dabei spielen Alter, Geschlecht und Herkunft eine
entscheidende Rolle.
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1.5. Fragestellung und Zielsetzung
In den letzten Jahren ist bei CF-Patienten eine Besiedlung und Infektion mit der schwar-
zen Hefe E. dermatitidis beschrieben worden. Dies gibt Anlaß zur detaillierten Untersu-
chung der zugrundeliegenden Pathogenese. Die Ursache der Infektion ist bis jetzt unklar,
obwohl der Verdacht besteht, daß die Patienten den Pilz durch ihre Inhalationen erwer-
ben. E. dermatitidis wurde wiederholt aus oligotrophen Feuchtbiotopen sowie z.B. Be-
feuchtungsanlagen isoliert. Dementsprechend könnten auch schlecht gepflegte Inhalati-
onsgeräte ein Habitat dieses Keims sein. Klinisch läßt sich eine Besiedlung bzw. Infektion
mit E. dermatitidis bei den CF-Patienten schwer von den anderen im Krankheitsverlauf
auftretenden Lungensymptomen abgrenzen. Ohne adäquate Behandlung kann sich je-
doch ein progredienter Verlauf abzeichnen. Bis jetzt kann der Nachweis von schwarzen
Hefen bei diesen Patienten nur anhand von Isolation aus Sputumproben morphologisch
und biochemisch gestellt werden. Aufgrund des langsamen Wachstums von E. dermatiti-
dis werden Langzeitpilzkulturen empfohlen. Der kulturelle Nachweis ist jedoch technisch
aufwendig und kann nur einen Pilznachweis der entsprechenden Stichprobe liefern. Inva-
sivere Untersuchungen z.B. die Entnahme von Gewebsbiopsien oder bronchoalveoläre
Lavagen können wegen der erheblichen Belastung für die Patienten nicht durchgeführt
werden.
Die Frage stellt sich, ob nur eine oberflächliche Besiedlung der Lunge (z.B. Vorkommen in
Bronchiektasen) vorliegt, oder ob der Pilz invasiv ins Gewebe eindringt. Dieses würde den
Einsatz einer antimykotischen Therapie rechtfertigen. Es könnte aber auch ein allergischer
Prozeß wie bei der ABPA vorliegen. Der Nachweis spezifischer Antikörper hat sich dabei
in der Vergangenheit bewährt. Bei der ABPA gelang der typische IgE-Nachweiß anhand
von Immunoblots und trug viel zum Verständnis und Behandlungsansätzen dieser Erkran-
kung bei.
Eine etablierter serologischer Nachweis für Antikörper gegen E. dermatitidis besteht bis
jetzt nicht. Zur Bewertung der Immunantwort der besiedelten Patienten setzten wir die
SDS-PAGE, den Immunoblot sowie den ABICAP-Test ein. Mit Hilfe der SDS-Page können
die als Antigen wirkende Proteine der E. dermatitidis, die für die Krankheitsentstehung von
Bedeutung sind, erfaßt werden. Der Immunoblot ist von Nutzen beim Nachweis von Anti-
körpern der Klasse IgE, IgG und IgA im Laufe der Infektion mit E. dermatitidis. Die Ergeb-
nisse des Immunoblots können durch den ABICAP-Test quantifiziert werden. Die Optische
Dichte erlaubt quantitative Aussagen über gebildete Antikörper der CF-Patienten gegen E.
dermatitidis-Proteine.
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Problematisch sind zum einen das ubiquitäre Vorkommen von E. dermatitidis, sowie mög-
liche Kreuzreaktionen mit anderen Hefen. Dies könnte beim Bewerten der Antikörperant-
wort Schwierigkeiten aufwerfen. Ebenso ist eine zuvor begonnene antimykotische Thera-
pie für die Bewertung der Immunantwort problematisch.
Das Ziel der Arbeit soll die Entwicklung eines geeigneten serologischen Nachweisverfah-
rens für Antikörper gegen E. dermatitidis sein. Dieses soll in Zukunft in der Routinedia-
gnostik etabliert und an einem definierten Kollektiv geprüft werden.
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2. Material und Methoden
2.1. Verwendete Stämme und Stammhaltung
Zur Herstellung von Antigen für die serologischen Tests wird der ex-Typus Stamm CBS
207.35 von Exophiala dermatitidis verwendet.
Die Stammhaltung erfolgt mit Hilfe des Mikrobank Systems (Pro-Lab-Diagnostics,
MAST; Reinbeck, FRG). Zu einer pilzhaltigen Bouillon werden poröse Keramikkugeln
gegeben. Die Hefezellen bleiben an der Oberfläche der Kugeln haften. Nach Dekantieren
der Bouillon kann man die Kügelchen bei -70 °C aufbewahren. Um die so eingefrorenen
Zellen wieder anzuzüchten, entnimmt man unter sterilen Bedingungen ein Kügelchen und
rollt es auf eine Sabouraud-Agar-Platte aus.
Nach 3-5 tägiger Bebrütung (35 °C) sieht man Wachstum der schwarzen Hefe.
2.2. Anlegen von Flüssigkulturen
Benutztes Medium
YMB-Medium:
6,7 g YNB-Nährmedienbasis (Difco)
20 g Glucose
1,5 g Asparagin
19,07 g MOPS-Na
17,26 g MOPS Säure
Es wird ein Liter Aqua Bidest zum YMB-Medium hinzugegeben und kontinuierlich auf dem
Magnetrührer gerüht, bis sich die Substanzen lösen. Die Flüssigkeit wird bei 37 °C einige
Minuten inkubiert, um ein besseres Lösen der Substanzen zu erreichen. Das angesetzte
YMB-Medium wird zunächst mittels eines Filters (Porengröße 0,2 µm, Sartorius,
Göttingen) steril filtriert. Die Flüssigkeit wird anschließend unter sterilen Bedingungen in
75 ml Kulturflaschen gefüllt. Mit Einmalösen können dann Einzelkolonien von den gut
bewachsenen Sabouraud-Agarplatten zu dem Flüssigmedium hinzugegeben werden.
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Nach Beschriften der Flaschen werden diese ca. 7 Tage bei 35 °C (bis zum
makroskopisch gut sichtbarem Wachstum) auf einem Kipptisch inkubiert.
Mittels eines Kontrollausstriches wird mikroskopisch die Reinheit der Kultur vor der
Weiterverarbeitung überprüft.
Vorbereitung für den French® Press Zellaufschluss
Die Flüssigkulturen werden 20 Minuten bei 2500 g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand,
der die Stoffwechselprodukte (metabolisches Antigen) der schwarzen Hefen enthält, wird
abfiltriert und bei -20 °C gelagert. Für unsere Versuche wurde das metabolische Ag nicht
weiterverwendet.
Das Sediment, in welchem sich die Hefezellen befinden, wird im Anschluß dreimal mit
Aqua Bidest gewaschen.
Es werden etwa 5 ml Aqua Bidest zum Sediment gegeben, die Zellsuspension gevortext
und zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und erneut Aqua Bidest hinzugegeben.
Der Vorgang wird dreimal wiederholt. Die so gereinigten Zellen werden in etwa 5 ml
sterilem Aqua Bidest aufgenommen. Diese dunkle trübe Zellsuspension kann dann der
French Press zur Gewinnung des somatischen Antigens zugeführt werden.
2.3. Antigengewinnung mit Hilfe der French Press Zelle
2.3.1. Theoretische Grundlagen und Bedienungsanleitung
Die French Press Zelle ist eine Vorrichtung, um Zellen aufzubrechen. Sie besteht aus
einer hydraulischen Presse, einer Zelle, bestehend aus Stahlzylinder und einem Kolben,
welcher an einem Ende mit einem Druckentlastungsventil ausgestattet ist. Bei den
durchgeführten Experimenten wird die sogenannte Mini-Cell mit 3,7 ml Kapazität (SLM
Aminco Instruments, Rochester/New York) verwendet.
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Praktische Anleitung für den Zellaufschluß
  1. Beladen der Zelle durch Ansaugen der gekühlten Zellsuspension durch einen
kleinen Schlauch, wobei eine Luftansammlung im Inneren der French Press-Zelle
vermieden werden sollte.
  2. Die Zelle wird in die hydraulische Presse eingespannt.
  3. Die Pumpe wird so eingestellt, daß durch Absenken des Stempels ein Druck
zwischen 700 und 1000 bar erzeugt wird, wobei das Ablaßventil geschlossen ist
und der Zellinhalt maximal verdichtet ist.
  4. Es wird nun langsam das Ventil geöffnet. Es sollte ungefähr ein Tropfen in 2
Sekunden die Zelle durch das Ventil verlassen. Durch die dabei auftretenden
hohen Scherkräfte werden die Hefezellen aufgebrochen.
5. Beendigung des Vorgangs durch Abschalten der Pumpe und Senken des Druckes.
6. Reinigung der Zelle mit Aqua Bidest und Lagerung der Zelle bei 4 °C.
2.3.2. Somatische Antigenpräparation und Proteinbestimmung
Das Ausmaß des Zellaufbruchs wird mikroskopisch ermittelt und ggf. der Zellaufschluß
wiederholt. Wenn nur noch Zellbruchstücke erkennbar sind, ist die Zellwand und damit die
normale Zellstruktur zerstört und die sich darin befindenden Moleküle freigesetzt. Um den
„Zelldebris“ von den löslichen Zellinhaltsstoffen zu trennen, muß man für 20 Minuten bei
3000 g zentrifugieren. Die so gewonnenen Antigene stellen das somatisches Antigen dar,
da durch den Aufbruch der Zellen Proteine aus der Zelle freigesetzt werden.
Der Proteingehalt der somatischen Antigenpräparation wurde mit Reagenzien der Firma
Pierce, Rockford, Ilinois/USA bestimmt:
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• Ansetzen des Pierce-Arbeitsreagenz:
1 Teil Reagenz B (BCA Protein, Assay Reagent A),
50 Teile Reagenz A (BCA Protein, Assay Reagent B),
100 µl PBS-Lösung pH 7,4 und 2 ml Pierce-Arbeitsreagenz entsprechen dem
Leerwert,
• 100 µl Probe und 2 ml Pierce-Arbeitsreagenz bzw. 5 µl Probe und 95 µl PBS-Lsg.
pH 7,4 für eine 1:2-Verdünnung,
2,5 µl Probe und 97,5 µl PBS-Lsg. pH 7,4 für eine 1:40-Verdünnung, falls der
Proteingehalt außerhalb des Meßbereichs lag,
• gut mischen, bei 37 °C 30 Minuten im Wasserbad inkubieren,
• auf Raumtemperatur abkühlen lassen, Absorption bei 562 nm bestimmen und
gegen den Leerwert abgleichen,
• Proteingehalt anhand der Eichkurve bestimmen.
Das metabolische bzw. somatische Antigen werden als Lösung bei -20 °C gelagert.
2.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
2.4.1. Durchführung der SDS-PAGE
Vorbereitung für die Elektrophorese
- Die Gelplatten der Twin-Vertikalapparatur der Firma Biometra, Göttingen, Modell
Multigel-Long (16 ml Kammervolumen), werden gründlich mit einem Detergens
(Alconox) gewaschen, mit Aqua Bidest abgespült und anschließend mit einem in
Ethanol getränkten Tuch abgerieben, um Fettreste zu entfernen. Die Platten müssen
dann mit fusselfreien Tüchern völlig trocken gerieben werden.
- Eine vorgefertigte Silikondichtung wird auf den Rand der Rechteckplatte mit den vom
Hersteller aufgeklebten 1 mm Abstandhaltern aufgelegt und beide Platten mit
mehreren Klammern zusammengepreßt.
- Die fertig angesetzte Trenngellösung wird bis ca. 20 mm unterhalb des
Ausschnittrandendes der „Ohrenplatte“ eingefüllt und mit 1%-iger SDS-Lösung
überschichtet, um eine gleichförmige horizontale Polymerisationsgrenze zu erhalten
und ein Austrocknen zu vermeiden. Das Gel läßt man über Nacht bei 4 °C in
Vertikalstellung auspolymerisieren.
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- Nach Abgießen der 1%-igen SDS-Lösung und Entfernen der SDS-Lösungsreste wird
die Sammelgellösung über das Trenngel gefüllt, der taschenförmige 12-zähnige
Kamm eingesetzt, und dieses Trenngel 30 Minuten auspolymerisiert.
Probenvorbereitung
- 27 µl Proteinlösung werden mit 13 µl dreifach-konzentriertem Probenauftragspuffer
versetzt, gegebenenfalls mit Aqua Bidest aufgefüllt und zusammen mit 7 µl des
Molekulargewichtsstandarts (Sigma, Deisendorf) für 5 Minuten bei 100 °C inkubiert.
Leere Taschen werden mit 10 µl Probenauftragspfuffer gefüllt.
- Es sollte für bestimmte Versuchszwecke der eingesetzte Proteingehalt erhöht werden.
Da die Taschen jedoch nur eine begrenzte Kapazität haben, müssen die Proben
durch Lyophilisieren und Wiederaufnahme in einem geringeren Volumen
aufkonzentriert werden.
- Die Proben werden kurz anzentrifugiert und können in die Elektrophorese eingesetzt
werden.
Durchführung der Elektrophorese
- Das auspolymerisierte Gel wird aus der Silikondichtung entfernt, in die Apparatur
eingespannt und die Kammern der Apparatur mit Laufpuffer gefüllt.
- Nach Markierung der Taschen wird der Kamm gezogen und die Taschen mit
Laufpuffer gespült.
- Die Proben werden in die Taschen eingefüllt.
- Das Gel wird kontinuierlich gekühlt, indem in den Zwischenraum zwischen beiden
Gelen 4 °C kaltes Wasser geleitet wird, welches mittels einer Pumpe in einem
Kühlkreislauf zirkuliert.
- Die Kammer wird geschlossen und die Elektrophorese mit Stromstärke von 20 mA
gestartet bis die Proben die Grenze zwischen Sammel- und Trenngel erreicht haben;
erkennbar daran, daß sich ein bläulicher Streifen auf dem Trenngel bildet;
(der Probenauftragspuffer ist mit einem blauen Farbstoff versetzt). Bei gleichzeitiger
Elektrophorese von zwei Gelen ist es etwa nach 30 Minuten der Fall.
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- Durch entsprechende Spannungseinstellungen (100 Volt für das Sammelgel, 255 Volt
für das Trenngel) wird die Stromstärke auf 35 mA (10 Watt) für weitere 2-3 Stunden
bis zum Ende der Elektrophorese erhöht.
Weiterverarbeitung des Gels
- Nach Beendigung der Elektrophorese werden die Glasplatten aus der Apparatur
entnommen, die „Ohrenplatte“ vorsichtig mit einem Spatel abgehoben und das
Sammelgel mit einem Papiertaschentuch entfernt.
- Das Trenngel wird vorsichtig von der Rechteckplatte gelöst.
- Das Gel kann nun in eine Proteinfärbung oder einem Western-Blot zum Transfer der
Proteine auf eine Membran eingesetzt werden.
Verwendete Lösungen
Acrylamidlösung:
30 g Acrylamid,
0,6 g n-Methylenbisacrylamid,
23,81 ml Glycerin,
Aqua Bidest ad 100 ml.
Die Lösung wird filtriert und kann im Dunkeln bei 4 °C bis zu vier Monaten aufbewahrt
werden.
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Tris-4x-Puffer:
Unterer Oberer
18,17 g Tris-Base,
4 ml 10%-ige SDS-Lösung,
pH 8,8 (Einstellung mittels 1 molarer HCl),
Aqua Bidest ad 100 ml.
6,06 g Tris-Base,
4 ml 10%-ige SDS-Lösung,
pH 6,8 (Einstellung mittels 1 molarer HCl),
Aqua Bidest ad 100 ml.
Die Lagerung erfolgt bei 4 °C.
Trenngel-Lösung (12 ml pro Gel) Sammelgel-Lösung (4 ml pro Gel)
5 ml Acrylamidlösung,
3 ml unterer Tris-viermal-Puffer,
4 ml Aqua Bidest,
10 µl TEMED,
20 µl 10%-ige APS-Lösung.
0,4 ml Acrylamidlösung,
1 ml Aqua Bidest,
4 µl TEMED,
20 µl 10%-ige APS-Lösung.
Laufpuffer:
6,05 g Tris-Base,
28,53 g Glycerin,
1 g SDS,
Aqua Bidest ad 1000 ml.
Dreimal-Probenauftragspuffer:
76 mg Tris in 2 ml Aqua Bidest lösen,
pH 6,8 mit konzentrierter HCL einstellen,
3 ml Glycerin, 1,5 ml Mercaptoethanol, 0,69 g SDS, 0,3 ml 0,1%-ige
Bromphenolblaulösung und Aqua Bidest ad 10 ml hinzugeben,
Lagerung bei 4 °C.
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2.4.2. Färbung des Polyacrylamidgels
Sypro Red Färbung
Das Polyacrylamidgel wird mittels Sypro Red protein gel stain (Molecular Probes,
Göttingen) angefärbt. Dieser fluoreszierende Farbstoff bindet an Proteine, und die
Proteinbanden können mittels UV-Licht Bestrahlung zur Fluoreszenz-Emission angeregt
und unter einem Rotfilter fotografiert werden. Gefärbte Gele können auch ohne
Entfärbungsschritte direkt in einen Western Blot eingesetzt werden. Hierzu muß anstelle
von 7,5%-iger Essigsäure ein Transferpuffer verwendet werden.
Verfahrensschritte
-     Das Gel wird in 7,5%-iger Essigsäure für 5-10 Minuten gewaschen, um das SDS zu
      entfernen.
- Danach wird das Gel in 30 ml Färbelösung gegeben und für 30-60 Minuten auf dem
Kipptisch, Biometra, mit einer Kippfrequenz von 20/min im Dunkeln gefärbt.
- Um den Kontrast zum Hintergrund zu verstärken, wird das Gel kurz in 7,5%-iger
- Essigsäure gewachen.
- Das Gel wird auf dem UV-Transluminator fotografiert.
Färbelösung:
Sypro Red protein gel stain (Molecular Probes, Göttingen),
7,5%-ige Essigsäure; (1:5000)
Verwendeter Marker; Wide Range (Bereich 6,5-60 KD)
                                                                                                                                          Material und Methoden
25
Färbung mittels Coomassie Blue
Nach dem Lauf wird das Gel in 30 ml Färbelösung transferiert und auf dem Kipptisch ca.
20 Minuten gefärbt.
Danach wird das Gel mittels Entfärbelösung entfärbt, bis nur noch die blauen
Proteinbanden sichtbar sind, der Hintergrund jedoch weiß ist. Der Vorgang dauert ca. 2
Stunden, wobei die Entfärbelösung alle 10 bis 15 Minuten gewechselt werden sollte.
Nach ca. 24 Stunden in einer Fixierlösung wird das Gel zur dauerhaften Aufbewahrung
zwischen Plastikfolien (Gelfix von Servar, Heidelberg) aufgezogen.
Coosmassie-Färbelösung:
12,5 g Coomassie Blue R,
225 ml Methanol,
50 ml Essigsäure,
225 ml Aqua Bidest.
Entfärbelösung:
250 ml Isopropanol,
100 ml Essigsäure,
ad 1000 ml Aqua Bidest.
Fixierlösung:
30 % Methanol,
5   % Glycerin,
65 % Aqua Bidest.
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Der verwendete Protein-Marker (Sigma) enthält folgende Proteine:
(MG)Dalton
Phosphorylase B 106000
Bovin Serum albumin   80000
Ovalbumin   49500
Carbonic anhydrase   32500
Soybean trypsin inhibitor   27500
Lysozyme   18500
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2.5. Western-Blot im „Semi Dry“-Verfahren
  (nach dem Protokoll von Towbin et al, 1979)
• Zunächst wird die Immobilon-P-Transfer Membran (Millipore), eine PVDF-(polyvinyl
fluoride) Membran, auf Gelgröße zurechtgeschnitten, mit 100%-igem Methanol
befeuchtet und 5 Minuten mit Aqua Bidest gewaschen, um Methanolreste zu
entfernen.
• Die Folie wird nun zusammmen mit dem SDS-PAGE-Gel für 15 bis 20 Minuten in
500 ml Transferpuffer inkubiert.
• Anschließend werden auf die gesäuberte Kathoden-Graphitplatte der Elektroblot-
Apparatur (OWL Systeme GmbH) 4 Lagen Filterpapier, auf Gelgröße
zurechtgeschnitten, das Gel, die PVDF-Membran und weiter 4 Lagen Filterpapier
luftblasenfrei aufeinandergelegt.
• Nach dem Auflegen der Anoden-Graphitplatte wird der Elektrotransfer bei 0.8 bis 1,2
mA/cm2 Blottfläche für etwa eine Stunde ausgeführt.
• Die Membran kann entweder direkt feucht für eine Immunoblot-Detektion
weiterverarbeitet oder in trockenem Zustand gelagert werden. Vor der
Weiterverwendung muß sie dann jedoch erst mit 100%-igem Methanol und Aqua
Bidest (Waschvorgang) behandelt werden.
• Nach dem „Semi-Dry“-Blot kann ebenso eine Protein-Direktfärbung der Membran
durchgeführt werden.
Die Membran muß dafür im feuchtem Zustand verwendet werden. Die Membran wird
für 10 Minuten in Coomassie Blue Färbelösung gefärbt, danach in der
Entfärbelösung (45 % Methanol, 7 % Essigsäure) 10 Minuten entfärbt. Abschließend
wird die Membran 1 bis 2 Minuten mit 90%i-gem Methanol gewaschen.
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Verwendeter Transferpuffer:
20 % Methanol,
0,375 g/l SDS,
25 mM Tris,
192 mM Glycerin.
Vor der Methanolzugabe muß der pH Wert auf 8,3 eingestellt werden.
Der so hergestellte Puffer ist bei 4 °C maximal 1 Woche haltbar.
Abbildung 2.1: Western-Blot im „Semi Dry“-Verfahren
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2.6. Western-Immunoblot
2.6.1. Durchführung des Western-Immunoblots
• Die mit Methanol benetzte und in Aqua Bidest gewaschene PVDF-Membran (nach
“Semi-Dry“-Verfahren) wird für eine Stunde in 3%-igem Blocking-Reagenz (BR) bei
Raumtemperatur inkubiert, um die noch nicht abgesättigten Bindungstellen
abzublocken.
• Es folgt für eine Stunde bei Raumtemperatur die Inkubation mit dem in
Vorversuchen ermittelten, optimalen Erstantikörper. Dieser wird zum 3%-igem BR
hinzugeben.
• Die Membran wird anschließend dreimal 5 Minuten in 0,1%-igem BR gewaschen.
Danach wird mit dem auf optimale Konzentration eingestellten Zweitantikörper, der
mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist, für 2 Stunden in 2%-igem BR inkubiert.
• Es folgt ein zweimaliges Waschen für 15 Minuten in 0,1%-igem TritonX100 in
Puffer 1 und 5 Minuten Waschen in Puffer 3.
• Es erfolgt schließlich die nicht-radioaktive Detektion durch die Verwendung von
CSPD (Chemiluminescence Substrate, Boehringer Mannheim).
• Die PVDF Membran wird 10 Minuten bei 37 °C getrocknet, auf einem Röntgenfilm
(Sterling, Cronex, Bad Homburg) im Dunkeln aufgelegt und 5-15 Minuten belichtet,
um die Banden sichtbar zu machen.
Abbildung 2.2: Prinzip des Western-Immunoblots
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Eingesetzte Seren:
1) Seren Aachener CF-Patienten, die mit E. dermatitidis besiedelt sind
Namenskürzel Geschlecht Alter in Jahren
R.D. ♂ 17
C.B. ♀ 16
S.B. ♀ 14
S.C. ♀ 12
S.S. ♀ 13
T.P. ♀ 26
T.K. ♂ 23
A.O. ♀ 22
S.P. ♂ 13
T.L. ♂ 26
S.L. ♀ 21
H.J. ♂ 15
2) Seren von 46 nicht besiedelten CF-Patienten
3) Seren gesunder Kontrollpersonen (Blutspender aus dem Aachener Klinikum):
50 Probanden, gesunde männliche und weibliche Blutspender aus dem Klinikum Aachen,
wurden erfaßt. Die Probanden waren zwischen 17 und 36 Jahren alt, entsprachen also
dem Patientenkollektiv.
Verwendete Zweitantikörper:
anti Human IgG-alkalische Phosphatase konjugiert (Pierce),
anti Human IgE-alkalische Phosphatase konjugiert (Sigma),
anti Human IgA-alkalische Phosphatase konjugiert (Sigma)
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verwendete Lösungen:
Boehringer Puffer 1:
0,1 M Maleinsäure,
0,15 M NaCl,
pH 7,5 mit konzentrierter NaOH einstellen.
Boehringer Puffer 3:
24,22 g Trisma Base,
11,68 g NaCl,
werden in einem Liter Aqua Bidest gelöst,
mit konzentrierter NaOH auf pH 9,5 einstellen,
20,32 g MgCl2 x 6 H2O hinzugegeben,
auf 2000 ml mit Aqua Bidest auffüllen.
10%-ige BR-Vorratslösung:
10 g Blocking-Reagenz (BR), Böhringer Mannheim wird in 100 ml Puffer 1
gelöst, aufquellen gelassen, autoklavieren und bei 4° C lagern,
die gewünschte Konzentration wird erreicht durch Verdünnung in Puffer 1 mit
0,1%-igem TritonX100.
2.6.2. Biotin-Streptavidin Methode
Der bei unserem Immunoblot verwendete Marker besteht aus einem biotinyliertem
Proteingemisch (Sigma, Biotinylated SDS Molekular Weight Marker). Dieser wird in der
SDS-PAGE in eine Tasche (ca. 13 µl) eingesetzt, und im „Semi Dry“-Blot auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die folgenden Inkubationschritte im Immunoblot mit Blocking
Reagenz und die Waschschritte laufen identisch wie in 2.6.1. beschrieben ab. Es wird
allerdings kein Serum hinzugegeben. Als Antikörper fungiert hier das Streptavidin,
alkalische Phosphatase konjugiert (1:70000 in 2%-igem BR), welches durch Zugabe von
CSPD detektiert werden kann.
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Folgende biotinylierte Proteine wurden als Marker benutzt:
MG (Dalton)
Phosphorylase B 97400
Catalase 58100
Alkohol Dehydrogenase 39800
Carbonic Anhydrase 29000
Trypsin Inhibitor 20100
Lysozyme 14300
2.6.3. Dot Blot
Beim Dot Blot Verfahren werden kleine konzentrierte Probenvolumina fleckförmig (=dot)
auf eine PVDF-Membran aufgetragen. In unseren Versuchen verwendeten wir
somatisches Antigen von E. dermatitidis, CBS 207.35.
Es werden Proben, die ca. 2 µg Protein in 50 µg Aqua Bidest enthalten, in ein Dot Blot
Gerät (50 Taschen, Vakuum von GIBCO) eingefüllt. Hierbei wird durch ein Vakuum die
Antigenlösung auf die feuchte PVDF-Membran transferiert. Nach einer halben Stunde wird
die Membran entnommen und bei Raumtemperatur getrocknet.
Nach erneutem Befeuchten mit Methanol und H2O kann mit der mit kleinen Proteinproben
beschichteten Membran ein Western-Immunoblot durchgeführt werden, um eine optimale
Konzentrationen für Erst- oder Zweitantikörper im Westernblotzu ermitteln. Nach
Entwickeln der Röntgenfilme kann festgelegt werden, welche eingesetzte Konzentration
das beste Signal ergibt.
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2.7. ABICAP Test
2.7.1. Durchführung
Testvorbereitung: Entlüften des ABICAP Tool
Die ABICAP Teströhrchen (Tool) werden in benötigter Anzahl (inklusive Kontrollen) in die
Arbeitsstation einsortiert. Diese wird in einem Exsikator so positioniert, daß die Tool bis
über die Festphasenmatrix von 96%-igem Ethanol, welcher sich in einer kleinen
Plastikwanne am Boden des Exsikators befindet, bedeckt werden. Es wird ein Vakuum
angelegt und so lange gewartet, bis die Tool entlüftet sind; erkennbar daran, daß etwa
nach 2 Minuten Luftblasen im Ethanol aufsteigen. Man wartet noch etwa 1 Minute und
wechselt dann die Wanne mit 96%-igem Ethanol gegen eine mit 50%-igem Ethanol aus.
Der Vorgang des Entlüftens wird wiederholt.
Beschichten der ABICAP Tool
Für die Beschichtung des ABICAP Tool wird das somatische Antigen der schwarzen Hefe
E. dermatitidis im Beschichtungspuffer C4 vorverdünnt. Es werden nun 750 µl C4 auf die
Säulen mit einer Pipette aufgegeben und gewartet bis die Flüssigkeit völlig die Säulen
durchströmt hat. Anschließend kann das verdünnte Antigen aufgetragen werden.
Blockierung der freien Bindungsstellen der Festphasenmatrix
Nach dem Beschichtungsschritt werden die freien Bindungsstellen der Festphasenmatrix
durch 750 µl Blockierungsreagenz U2 blockiert. Nach Abschluß des Blockschrittes können
die beschichteten ABICAP Tool Säulen entweder sofort eingesetzt oder verschlosseen
gelagert werden.
1.Sofortige Verwendung
Die beschichteten ABICAP Tool Säulen können nach dem Blockschritt ohne weitere
Behandlung sofort weiter bearbeitet werden. Ist keine Lagerung der beschichteten Säulen
vorgesehen, so sollten zwischen dem Blockschritt und dem nachfolgenden Auftrag von
Probelösung maximal 15 Minuten liegen.
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2. Kurzzeitige Lagerung
Die beschichteten ABICAP Tool Säulen sind mit einem Vakuumfolienschweißgerät ohne
weitere Behandlung im ABICAP Hängerähmchen eingeschweißt ca. 14 Tage bei 2-8 °C
im Kühlschrank haltbar. Um ein Austrocknen der ABICAP Tool zu vermeiden, wird dem
Gefrierbeutel vor dem Einschweißen 1 ml Aqua Bidest zugegeben.
3. Langzeitlagerung
Die Lagerdauer hängt von der Stabilität des primären immunologischen Reaktionspartners
ab und ist anwendungsspezifisch zu ermitteln. Die beschichteten ABICAP Säulen werden
mit Stopfen unten verschlossen, mit der Multipipette 500 µl Universalpuffer U1 zur
Lagerung eingefüllt und oben mit Stopfen verschlossen. Eine Lagerung erfolgt bei 2-8 °C.
Probenaufgabe
Die Probe wird verdünnt in Puffer U3 bzw. U1 aufgetragen. Dauer des Schrittes beträgt
etwas 6 Minuten. Das Auftrafsvolumen beträgt 500 ml.
Zugabe von biotinyliertem Sekundärreagenz
Als Sekundärreagenzien werden biotinylierte Antikörper verwendet. Diese werden in U3
(U1) Puffer vorverdünnt und in einem Volumen von 500 µl (250 µl im IgE Test)
aufgegeben. Die Dauer des Schrittes beträgt 6 Minuten.
Zugabe der Markierungssubstanz ABION Red
ABION Red ist ein Streptavidin Farbstoffkomplex und als Markierungssubstanz in der
Lage, biotinylierte Reagenzien sensitiv nachzuweisen. Der Farbstoff ABION Red wird mit
Ethanol aus dem ABICAP Tool eluiert und in Mikotiterplatten-Photometern bei 510 nm
gemessen. ABION Red wird in konzentrierten Form geliefert und wurde vor Gebrauch mit
Puffer U1 verdünnt.
Die Pipettenspitze sollte beim Aufnehmen von ABION Red nur wenige Millimeter in die
Suspension eingetaucht werden, um ein Anhaften der Suspension an der Außenseite der
Spitze zu vermeiden. Es wird ein Volumen von 500 µl verwendet. Der Zeitaufwand beträgt
6 Minuten.
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Waschschritt
Für den Waschschritt zur Entfernung von überschüssigem ungebundenem Farbstoff
werden 750 ml Aqua Bidest verwendet.
Elution des gebundenen Komplexes
Die Menge des gebundenen ABION Red ist proportional zur Menge der gebundenen,
biotinylierten Substanz (Sekundärreagenz) und damit auch zur Menge an spezifischem
Ag-AK-Bindungen in der Probe. Er kann somit zur Quantifizierung verwendet werden. Vor
dem Elutionsschritt muß die Abfallwanne durch eine herkömmliche Mikrotiterplatte (MTP)
ersetzt werden. Mit 300 µl Lösung E1 (96%-iger Ethanol) wird ABION Red eluiert. Der
Durchlauf dauert etwa 2 Minuten. Anschließend wird das Eluat sofort in einem MTP-
Photometer bei 510 nm gemessen. Man erhält für jedes Cap spezielle optische Dichte
Werte (OD). Es wird für jede Testreihe ein Leerwert verwendet, der anstatt Patienten-
Serum den Puffer U3 enthält. Das ABICAP Tool kann nach Gebrauch nicht mehr
regeneriert werden.
2.7.2. Reagenzien
U3 Universalpuffer:
PBS mit 0,05 % Tween 20, Casein
U1 Universalpuffer:
PBS mit 0,005 % Tween 20, pH 7,2
C4 Puffer:
NaHCO3 8,4 g/l,
NaCl 29,22 g/l,
Na-Azid 10%-ig 9 ml/l,
mit 5 molarer NaOH auf pH 9,5 einstellen und mit 1 Liter H2O auffüllen.
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U2 Blockierungspuffer PBS Puffer
KCl 0,2 g/l 0,2 g/l
NaCl 8,01 g/l 8,01 g/l
Na2HPO4 X12 H2O 3,58 g/l 0,50 g/l
Tween20, 10%-ig 5 ml/l
KH2PO4 0,19 g/l 0,19 g/l
Na-Azid,10%-ig 9,00ml/l 9,00ml/l
mit H2O Aqua Bidest wird auf
1 Liter eingestellt.
wird auf pH 7,2 eingestellt.
2.7.3. Verwendete Lösungsmengen und Verdünnungen
Antigenauftrag
Durch Vorversuche wird ermittelt, daß die am besten quantifizierbaren Ergebnisse dann
zustande kommen, wenn eine Antigenkonzentration mit 1 µg Protein/ml eingesetzt wird.
Diese sollte vorverdünnt in C4, einem geeigneten Beschichtungspuffer, sein. Unser
somatisches Antigen des Stammes CBS 207.35 hat einen Proteingehalt von 2,4 mg/ml,
so daß eine Verdünnung von 1:2400 in C4 hergestellt werden muß. Die
Antigenkonzentration von 1 µg Protein/ml soll dann in einem Probenvolumen von 750 µl
auf jedes cap gegeben werden.
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Probenauftrag
Für den IgG-AK-Nachweis gegen E. dermatitidis-Antigen im Serum der Patienten
ermittelten wir durch Vorversuche eine Probenverdünnung der vorliegenden
Patientenseren von 1:101 in U3 Puffer. Die Berechnung des ingesamt einzusetzenden
Volumens erfolgt wie bei der bereits dargestellten Berechnung der Antigen-Verdünnung.
Für den IgA-AK-Nachweis im Serum setzen wir eine Probenverdünnung von 1:21 in U3
ein. Für den IgE-AK-Nachweis können nur bei einer Probenverdünnung von 1:2 in U1
verwertbare Ergebnisse ermittelt werden. Grundsätzlich werden 500 µl vorverdünnte
Probenvolumina aufgetragen.
Sekundärantikörper Auftrag
Es werden in dem IgG-, IgA-AK-Nachweis 500 µl der Sekundärantikörperlösung (Firma
ABION) aufgegeben. Das Anti-Human IgG-, Anti-Human IgA-Biotin liegt 1:63,5
vorverdünnt in U3 vor. Für den IgE-Test verwenden wir als SAK (Sekundärantikörper) ein
Anti-Human IgE-Biotin (Custom monoclonals international, Sacramento/USA). Es liegen
uns 3 SAK vor:
IgE1-8A, IgG1 kappa 3,0 ml at 0,36 mg/ml,
IgE2-4C, IgG2 kappa 3,0 ml at 0,21 mg/ml,
IgE2-7C, IgG1 kappa 3,0 ml at 0,22 mg/ml.
ABION Red Auftrag
ABION Red liegt in einer Vorverdünnung von 1:21 in U1 vor. Es wird ein Auftragsvolumen
von 500 µl eingesetzt.
2.7.4. Grenzwertberechnung für die ermittelten Antikörperkonzentrationen im
ABICAP-Test
oberer Grenzwert: (Gw oben) = xmittel + 2 s
unterer Grenzwert: (Gw unten) = xmittel – 2 s
cut-off-Wert: GW oben + GW unten  / 2
mit xmittel = Mittelwerte der gemessenen optischen Dichte
s = Standardabweichung s
n x x
n n
=
⋅ −
⋅ −
∑ ∑2 2
1
( )
( )
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3. Ergebnisse
3.1. Ergebnisse der SDS-PAGE von E. dermatitidis Proteinen
Ziel dieses Versuches war es, eine Auftrennung des Zellwandmoleküls in seine einzelnen
Proteine zu erreichen, um dann im Western-Immunoblot genaue Aussagen machen zu
können, gegen welche Bestandteile des E. dermatitidis Proteins die CF-Patienten
spezifische Antikörper bilden.
Dargestellt ist in Abbildung 3.1. ein mit Coomassie Blue gefärbtes SDS-Gel.
Eingesetzt in den Gellauf, wurde das Zellwandprotein des E. dermatitidis Isolats des
Typstammes CBS 207.35. Erkennbar sind vier Bandenspuren senkrecht nebeneinander
(wobei nur die eingesetzte Proteinmenge varrierte). Die Markerspur ließ sich auf dem Foto
aufgrund des schwachen Signals nicht abbilden. Die Bandenproteine liegen in einem
Bereich zwischen 60000 und 20000 Dalton.
Som. Ag der E. dermatitidis
↓ ↓ ↓ ↓
60000 Dalton→
Abbildung 3.1: Mit Coomassie Blue gefärbtes SDS-Gel mit E. dermatitidis-Antigen-
Präparation
senkrechte Taschen enthalten unterschiedliche Mengen des Antigens
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3.2. Immunoblots zum Nachweis gebildeter Antikörper gegen
E. dermatitidis Proteine bei CF-Patienten
In Abbildung 3.2. ist ein IgG-Immunoblot mit Nachweis von IgG-AK gegen das E.
dermatitidis Zellwandprotein dargestellt. Neben dem Zellwandprotein des E. dermatitidis
Stammes CBS 207.35. wurde ein Marker mit einem Bereich von 97400 bis 14300 Dalton
für die elektrophoretische Auftrennung mittels SDS-Gel eingesetzt. Nach dem
Immunoblotting wurde der Blot mit zwei negativen Probandenseren und einem
Patientenserum in einer Verdünnung von 1:500 und 1:1000 behandelt. Als 2. Antikörper
wurde das Anti Human IgG-alk. Phospatase gekoppelt in einer Verdünnung von 1:10000
benutzt. Links im Bild ist das Bandenmuster des Markers als doppelte Spur nach
zweimaligem Auftrag dargestellt, daneben sieht man die Banden der gesunden Probanden
(N1, N2) und rechts das Bandenmuster des Patienten. Es werden folglich Antikörper
sowohl von gesunden Probanden als auch von einem CF-Patienten gegen das E.
dermatitidis Antigen gebildet. Um aber die Proteine, gegen welche die AK gebildet werden,
in Größe und Beschaffenheit zu beschreiben, ist die Darstellung nicht sensitiv genug.
In den folgenden Verdünnungsversuchen (Dot-blot-Reihen) soll untersucht werden, ob
spezifische AK gebildet werden, und ob sich die CF-Patienten und die Probanden bzgl.
der Menge der gebildeten AK unterscheiden.
Die Ergebnisse des Western Immunoblots waren im Vergleich zu den Ergebnissen der
ABICAP-Versuche nur semiquantitativ auswertbar. Sie gaben jedoch erste Hinweise auf
die Bedeutung der immunologischen Vorgänge bei der Zystischen Fibrose.
Erge                                                                                                                                                            
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9740P0
1430040
Marker N1 N2 P
ildung 3.2: IgG- Immunoblot mit Antigen von E. dermatitidis
N1, N2: Serum von gesunden Probanden, eingesetzt mit einer
Verdünnung von 1:500 und 1:1000
P: CF- Patient mit konstanter Pilzbesiedlung
entwickelt mit Anti Human IgG-alk. Phosphatase, 1:10000; bzw. 1:70000
für die Markerentwicklung
er Abbildung 3.3. und 3.4. sind zwei Dot-Blots zum Nachweis von IgG-AK gegen E.
atitidis Proteine von fünf CF-Patienten mit bekannter E. dermatitidis-Besiedlung, fünf
atienten ohne nachgewiesene E. dermatitidis-Besiedlung und fünf negativen
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Probanden dargestellt. Als 1. AK dienten die entsprechenden Seren mit folgenden
Verdünnungsstufen (verdünnt in PBS pH 7,5):
1) 1:500, 2) 1:1000, 3) 1:2000, 4) 1:4000, 5) 1:8000, 6) 1:16000
Als 2. AK wurde das Anti Human IgG-alk. Phospatase gekoppelt in einer Verdünnung von
1:10000 eingesetzt.
In der Abbildung 3.3. wurden fünf Seren von CF-Patienten mit E. dermatitidis Besiedlung
eingesetzt. Die abnehmende Farbintensität der jeweiligen „dots“ zeigt eine Abnahme der
Menge und Intensität der Antikörper bei Verdünnung des Serums an. Selbst bei einer
1:16000 Verdünnung ist bei den meisten Patienten noch ein deutliches AK-Signal
erkennbar.
Bei den folgenden fünf Reihen sind Seren von CF-Patienten, bei denen keine
nachgewiesene E. dermatitidis-Besiedlung vorlag, aufgetragen. Auch hier erkennt man
eine abnehmende Farbintensität der „dots“, allerdings sind diese schwächer ausgeprägt,
und auch nicht bei allen Seren bis zu einer Verdünnung von 1:16000 nachzuweisen.
Ebenso verhält es sich bei den Seren der fünf gesunden Probanden. Bei dem zweiten
aufgetragenen Serum erkennt man ein Signal nur bei einer Verdünnung von 1:500 und
schwach eine von 1:1000. Der letzte gesunde Proband zeigt wieder hohe
Antikörpersignale.
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Abbildung 3.3: Immuno-Dot-Blot mit Nachweis von IgG-AK gegen Antigene von
E. dermatitidis
Vergleich von Seren von fünf Patienten mit (S.L., T.L., S.B., R.D., H.J.)
und drei Patienten (R.S., J.H., E.U.) ohne nachgewiesene
E. dermatitidis Besiedlung
verwendete Serumverdünnung: 1. Spalte: 1:500; 2. Spalte: 1:1000;
3.Spalte: 1:2000; 4. Spalte: 1:4000; 5. Spalte: 1:8000;
6. Spalte: 1:16000
verwendetets Antigen: E. dermatitidis
verwendeteter 1. AK: Seren von CF-Patienten
verwendeter 2. AK: Anti Human IgG-alk. Phosphatase, 1: 10000
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Abbildung 3.4: Immuno-Dot-Blot mit Nachweis von IgG-AK gegen
Antigene von E. dermatitidis
Vergleich von besiedelten CF-Patienten (J.S., T.B.) und gesunden
Probanden (neg.)
eingesetzte Serumverdünnung: 1. Spalte: 1:500; 2. Spalte: 1:1000;
3. Spalte: 1:2000; 4. Spalte: 1:4000; 5. Spalte: 1:8000; 6. Spalte: 1:16000
verwendetes Antigen: E. dermatitidis
verwendeter 1. AK: Seren von CF-Patienten und Probanden
verwendeter 2. AK: Anti Human IgG-alk. Phosphatase, 1:10000
In Abbildung 3.5. und 3.6. sind Dot Blots zum Nachweis von IgA-Antikörpern gegen E.
dermatitidis Proteine dargestellt. Eingesetzt wurden im Immunoblot als 1. Antikörper Seren
von fünf mit E. dermatitidis besiedelten CF-Patienten, von fünf nicht besiedelten CF-
Patienten und fünf Seren von gesunden Probanden. Die Seren wurden jeweils in einer
Verdünnung von 1:40, 1:160, 1:640 und 1:1280 eingesetzt.
Als 2. Antikörper wurde das Anti Human IgA-alk. Phoshatase konjugiert in einer
Verdünnung von 1: 30000 eingesetzt.
Im Vergleich zu den Abbildungen 3.3. und 3.4. erkennt man schwächere Dot Blot Signale.
Die Patienten und Probanden scheinen die IgA-AK in geringerem Maße zu produzieren.
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Eindeutig ist, daß die mit E. dermatitidis besiedelten Patienten starke Signale aufweisen,
und diese auch bis zu stärkeren Serumverdünnungen noch nachweisbar bleiben. Bei den
nicht besiedelten Patienten und den Probanden ist der spezifische AK-Nachweis nur in
konzentrierten Seren möglich. (Der letzte Proband zeigt jedoch in allen Proben hohe IgA-
AK-Bildung). Dies würde, wie beim IgG-Immunoblot, dafür sprechen, daß die mit E.
dermatitidis besiedelten Patienten mehr spezifische IgA-AK gegen die E. dermatitidis
Proteine bilden als dies die nicht besiedelten oder die Probanden tun.
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Abbildung 3.5: Immuno-Dot-Blot mit Nachweis von IgA-AK gegen Antigene
von E. dermatitidis
Vergleich von Seren von besiedelten (S.L., T.L., S.B., R.D., H.J.) und nicht
besiedelten CF-Patienten (R.S., J.H., E.U., J.S.)
eingesetzte Serumverdünnung: 1. Spalte: 1:40; 2. Spalte: 1:160;
3. Spalte: 1:640; 4. Spalte:1:1280
verwendetes Antigen: E. dermatitidis
verwendeter 1. AK: Seren von CF-Patienten
verwendeter 2. AK: Anti Human IgA-alk. Phosphatase, 1:30000
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Abbildung 3.6: Immuno-Dot-Blot mit Nachweis von IgA-AK gegen Antigene
von E. dermatitidis
Vergleich von Seren von einem nicht besiedelten CF-Patienten (T.B.)
und gesunden Probanden (neg.)
verwendete Serumverdünnung: 1. Spalte: 1:40; 2. Spalte: 1:160;
3. Spalte: 1:640; 4. Spalte 1:1280
verwendetes Antigen: E. dermatitidis
verwendeter 1. AK: Seren von CF- Patienten und Probanden
verwendeter 2. AK: Anti Human IgA-alk. Phosphatase, 1:30000
In der Abbildung 3.7. ist ein Immuno-Dot-Blot mit schon bekanntem IgE-Gehalt von zwei
Seren dargestellt. Verschiedene Verdünnungsstufen von einem Serum mit einem IgE-
Gehalt von 15000 Einheiten (IU) und von einem Serum mit einem IgE-Gehalt von 16
Einheiten (IU) sind in einer absteigenden Reihe aufgetragen. Als 2. Antikörper wurde Anti
Human IgE-alk. Phosphatase konjugiert in einer Verdünnung von 1:5000 verwendet. Der
Versuch wurde durchgeführt, um nachzuweisen, daß die Immunoblottechnik auch zum
Nachweis von in geringen Mengen vorhandenen IgE-AK angewendet werden kann.
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Auch in der Abbildung 3.8. erkennt man eine AK-Bildung. Hier ist neben einem Serum mit
15000- und 16-IgE Einheiten ein Serum mit einem IgE Gehalt von < 8,8 IgE-Einheiten
dargestellt. Selbst bei der 1:400 Verdünnung des dritten Serums erkennt man noch ein
„dot“ Signal.
Allerdings bestand das Problem, daß trotz offensichtlich ausreichender Sensitivität in den
Dot Blots, in den Immunoblots zum Nachweis von IgE-AK gegen E. dermatitidis-AK keine
Banden nachweisbar waren.
Abbildung 3.7: Immuno-Dot-Blot entwickelt mit Anti Human IgE-alk. Phosphatase
in einer Verdünnung von 1:5000
1. Zeile: Serum mit 15000 Einheiten IgE
2. Zeile: Serum mit 16 Einheiten IgE
verwendete Verdünnungsstufen (von links nach rechts): 1:1; 1:10; 1:50;
1:100; 1:500; 1:1000
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Abbildung 3.8: Immuno-Dot-Blot entwickelt mit Anti Human IgE-alk. Phopsphatase
in einer Verdünnung von 1:5000
1. Zeile: Serum mit 15000 Einheiten IgE
2. Zeile:  Serum mit 16 Einheiten IgE
3. Zeile: Serum mit <8,8 Einheiten IgE
verwendete Verdünnungsstufen (von links nach rechts): 1:10; 1:100;
1:400; 1:1600
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3.3. Ergebnisse der IgG-, IgA- und IgE-Antikörperbestimmung
mittels ABICAP-Test
In der Tabelle 3.1. wurden die mittels des ABICAP-Tests gemessenen OD-Werte der
Serumproben von 12 CF-Patienten mit kulturell gesichertem Nachweis von E. dermatitidis
im Sputum erfaßt. Es lagen Serenproben mit einem Abnahmedatum von August 1995 bis
Januar 1997 vor. Pro Patient wurden z.T. mehrere Seren getestet, um zu prüfen, ob die
Antikörperbildung einen über der Zeit konstanten diagnostischen Parameter darstellt. Es
wurde die IgG-, IgA- und IgE-AK-Bildung gegen somatische E. dermatitidis-Antigene
anhand der optischen Dichte (OD) mittels ABICAP-Test erfaßt. Von allen gemessenen
Signalen wurde der Leerwert (0,1) abgezogen. Werte, die kleiner Null waren, wurden als
Nullsignal gewertet. Die fettgedruckten Zahlen markieren Meßwerte, die höher als die
berechneten oberen Grenzwerte (Berechnung siehe Tabelle 3.4.) waren. Somit waren von
den 12 Patienten bei 10 die IgG-AK-Signale stark positiv, also größer als der berechnete
Grenzwert. Stark positive IgA-AK-Signale wiesen fünf Patienten auf. Nur ein Patient zeigte
ein stark positives IgE-AK-Signal (hier wurde ein Signal als erhöht angesehen, wenn es
größer 0,1 war). Zusätzlich ist in dieser Tabelle der IgA/IgG-Quotient angegeben.
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Tabelle 3.1: ABICAP-Test zum Nachweis von IgG-, IgA-, IgE-AK gegen E. dermatitidis-
Antigene im Serum von CF-Patienten mit nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung des Respirationstraktes
OD 510 nm
Name Alter in
Jahren
Abnahmedatum
des Serums
IgG IgA IgE IgA/IgG
S .S. 14 30.08.1995 1,227 1,036 0,071 0,85
09.04.1996 1,157 1,435 1,24
17.12.1996 1,087 1,906 0,065 1,75
R. D. 18 11.10.1995 0,941 0,311 0,054 0,33
12.12.1995 0,756 0,390 0,51
T. P. 27 16.10.1995 1,915 0,699 0,36
06.02.1996 2,077 0,891 0,108 0,43
16.01.1997 2,179 0,621 0,291 0,28
H. J. 17 03.11.1995 1,068 0,397 0,047 0,37
19.06.1996 1,312 0,703 0,53
S. C. 13 08.12.1995 1,357 0,319 0,24
19.01.1996 1,951 0,358 0,18
16.01.1997 2,040 0,384 0,015 0,19
S. P. 14 10.01.1996 1,412 0,364 0,050 0,26
02.01.1997 1,232 0,223 0,18
S. B. 15 12.01.1996 1,216 0,860 0,013 0,7
10.07.1996 1,062 0,824 0,77
S. L. 22 02.05.1996 1,846 0,188 0,010 0,1
A. O. 22 18.07.1996 0,895 0,869 0,97
09.01.1997 0,930 0,664 0,041 0,71
C. B. 16 02.09.1996 2,151 0,824 0,014 0,38
15.10.1996 1,990 0,896 0,45
T. L. 26 02.09.1996 1,522 0,265 0,008 0,18
T. K. 23 02.09.1996 1,414 0,298 0,017 0,21
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In der Tabelle 3.2. wurden die OD-Werte der Serumproben von 46 CF-Patienten ohne
kulturellen Nachweis von E. dermatitidis aufgelistet. Es lagen wiederum Seren mit einem
Abnahmedatum von August 1995 bis Januar 1997 vor. Es wurde die IgG-, IgA- und IgE-
AK-Bildung gegen E. dermatitidis im ABICAP-Test erfaßt. Sowohl niedrige IgG-, als auch
IgA-AK-Signale fanden sich bei 27 Patienten. Bei acht Patienten wurden isoliert hohe
IgG-, bei drei Patienten isoliert hohe IgA-AK-Signale beobachtet. Nur in zwei Fällen waren
die IgE-Werte größer 0,1.
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Tabelle 3.2: ABICAP-Testergebnisse zum Nachweis von IgG-, IgA-, IgE-AK gegen
E. dermatitidis im Serum von CF-Patienten ohne
E. dermatitidis-Besiedlung
OD 510 nm
Name Alter in
Jahren
Abnahmedatum IgG IgA IgE IgA/IgG
A. D. 24 20.07.1995 1,562 0,497 0,024 0,32
D. P. 20 07.08.1995 0,856 0,661 0,035 0,77
08.11.1995 0,895 0,664 0,73
13.12.1995 0,721 0,583 0,81
30.04.1996 0,889 0,492 0,55
17.05.1996 0,791 0,586 0,75
20.09.1996 0,285 0,560 1,93
S. H. 25 09.08.1995 1,450 1,792 0,017 1,23
29.04.1996 0,963 1,335 1,4
R. S. 34 09.08.1995 0,187 0,122 0,000 0,63
01.07.1996 0,218 0,120 0,55
F. S. 17 31.08.1995 1,712 0,813 0,021 0,47
05.03.1996 1,315 1,158 0,88
M. N. 11 06.09.1995 0,856 0,103 0,028 0,12
04.11.1995 0,822 0,091 0,11
J. C. 8 07.09.1995 0,557 0,048 0,063 0,09
J. D. 12 11.10.1995 1,184 1,198 0,049 1,02
S. B. 22 12.10.1995 0,249 0,023 0,016 0,08
12.09.1996 0,312 0,015 0,06
I. K. 12 16.10.1995 0,453 0,430 0,070 0,96
D. B. 20 18.10.1995 0,132 0,000 0,026 0
01.04.1996 0,082 0,001 0
14.10.1996 1,565 0,019 0,01
K. H. 6 18.10.1995 0,799 0,201 0,053 0,25
27.06.1996 0,694 0,265 0,39
L. B. 5 20.10.1995 0,082 0,000 0,037 0
P. H. gestorben 23.10.1995 1,511 0,917 0,001 0,61
D. B. 15 26.10.1995 0,667 0,050 0,010 0,07
10.06.1996 0,558 0,066 0,13
T. N. 16 23.10.1995 0,320 0,041 0,13
K.-D. M. 11 02.11.1995 0,112 0,032 0,017 0,27
19.06.1996 0,146 0,058 0,4
E. J. 21 03.11.1995 1,065 0,218 0,024 0,21
19.06.1996 0,786 0,149 0,19
S. E. 24 06.11.1995 1,786 0,229 0,023 0,13
M. L. 9 07.11.1995 1,143 1,742 0,041 1,53
07.11.1996 1,318 1,268 0,006 0,96
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Fortsetzung Tabelle 3.2:
P. R. 10 10.11.1995 0,108 0,009 0,025 0
I. P. 8 14.11.1995 1,161 0,437 0,086 0,38
11.10.1996 0,915 0,641 0,7
M. L. 7 16.11.1995 0,201 0,077 0,050 0,4
07.11.1996 0,263 0,071 0,27
A. S. 19 16.11.1995 1,044 0,862 0,140 0,83
11.04.1996 1,083 0,844 0,78
L. C. 24 28.11.1995 1,031 0,606 0,102 0,59
22.07.1996 1,210 0,693 0,57
J. P. 20 04.12.1995 1,684 0,860 0,063 0,51
H. P. 21 27.12.1995 1,007 1,081 0,022 1,07
13.09.1996 0,947 0,902 0,95
L.-M. H. 4 17.01.1996 0,467 0,251 0,53
08.02.1996 0,526 0,258 0,003 0,49
R. K. 20 30.01.1996 1,902 0,403 0,21
E. U. 27 30.01.1996 0,818 0,254 0,021 0,31
30.10.1996 0,648 0,066 0,11
J. N. 22 07.02.1996 0,769 1,881 0,033 2,44
T. K. 10 23.02.1996 0,334 0,070 0,071 0,21
T. B. 6 29.02.1996 0,396 0,285 0,026 0,73
J. S. 6 08.03.1996 0,378 0,123 0,017 0,32
A. D. 16 20.03.1996 0,614 1,134 0,022 1,85
C. D. 14 20.03.1996 0,623 0,167 0,019 0,27
C. M. 17 26.03.1996 1,106 0,224 0,016 0,2
J.-P. H. 4 11.06.1996 0,795 0,020 0,03
A. H. 8 27.06.1996 0,454 0,067 0,019 0,16
H. G. 6 02.08.1996 0,503 0,547 0,001 1,1
S. G. 29 04.10.1996 0,053 0,466 0,014 9,4
D. F. 11 19.11.1996 1,208 0,550 0,000 0,45
M.M. 12 03.01.1997 1,792 1,159 0,000 0,65
J. L. 10 16.01.1997 0,263 0,343 0,005 1,31
T. R. 28 17.02.1997 0,356 0,061 0,17
M. H. 29 21.02.1997 0,255 0,347 0,002 1,35
Die OD-Werte der Serumproben von 50 gesunden Probanden wurden in der Tabelle 3.3.
aufgelistet. Weder erhöhte IgG- noch erhöhte IgA-AK-Signale zeigten 46 Personen. Eine
Person zeigte sowohl hohe IgG- als auch IgA-Signale. Zwei Personen wiesen nur hohe
IgG-AK-Signale, eine Person nur hohe IgA-AK-Signale auf.
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Tabelle 3.3: ABICAP-Testergebnisse zum Nachweis von IgG-, IgA-, IgE-AK gegen
E. dermatitidis im Serum von gesunden Probanden
OD 510 nm
Name Alter in
Jahren
Geschlecht IgG IgA IgE IgA/IgG
N1 29 m 0,481 0,201 0,011 0,42
N2 20 w 0,655 0,277 0,010 0,42
N3 20 w 0,429 0,090 0,009 0,21
N4 32 w 0,152 0,081 0,017 0,53
N5 26 m 0,106 0,052 0,000 0,45
N6 24 w 0,386 0,057 0,000 0,15
N7 26 m 1,443 0,941 0,000 0,65
N8 31 w 1,161 0,216 0,000 0,19
N9 22 w 0,270 0,111 0,000 0,41
N10 26 m 0,768 0,680 0,013 0,88
N11 26 w 0,955 0,344 0,000 0,35
N12 26 w 0,615 0,319 0,023 0,52
N13 26 m 0,109 0,011 0,002 0,09
N14 24 m 0,437 0,507 0,000 1,16
N15 28 w 0,304 0,378 0,002 1,27
N16 24 w 0,336 0,039 0,000 0,12
N17 20 w 0,681 0,117 0,18
N18 30 m 0,338 0,282 0,82
N19 27 w 0,797 0,629 0,79
N20 22 w 0,098 0,010 0,1
N21 32 m 0,442 0,680 1,55
N22 24 w 0,212 0,148 0,71
N23 25 w 0,325 0,113 0,33
N24 27 m 0,056 0,043 0,67
N25 21 w 0,141 0,058 0,43
N26 29 m 0,947 1,081 1,14
N27 24 w 0,181 0,061 0,33
N28 29 w 0,228 0,158 0,7
N29 22 m 0,444 0,227 0,52
N30 18 w 0,381 0,262 0,68
N31 20 w 0,162 0,168 1,06
N32 28 w 1,078 0,209 0,19
N33 28 w 0,857 0,612 0,71
N34 17 w 0,240 0,084 0,33
N35 25 m 0,586 0,217 0,37
N36 31 w 0,102 0,061 0,6
N37 36 w 0,256 0,094 0,35
N38 24 w 0,078 0,105 1,38
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Fortsetzung Tabelle 3.3:
N39 26 m 0,457 0,328 0,72
N40 29 w 0,140 0,061 o,43
N41 27 m 0,467 0,572 1,21
N42 27 w 0,572 0,446 0,79
N43 24 w 0,312 0,167 0,55
N44 29 m 0,829 0,564 0,67
N45 24 w 0,538 0,163 0,3
N46 29 w 0,023 0,020 1
N47 28 w 0,591 0,282 0,47
N48 26 w 0,181 0,120 0,67
N49 21 m 0,096 0,152 1,5
N50 26 m 0,203 0,215 1,1
In den bereits dargestellten drei Abbildungen wurden die Ergebnisse der AK-Bildung bei
den drei Untersuchungsgruppen getrennt aufgeführt. Im Folgenden sollen die Ergebnisse
aller Untersuchungsgruppen hinsichtlich der gemessenen IgG-, IgA- und IgE-Antikörper
vergleichend dargestellt und beurteilt werden.
In der Abbildung 3.9. ist jeweils die im ABICAP-Test gemessene OD bei 510 nm gegen
die 144 Probennummern von Patientenseren, bei denen die IgG-AK-Bildung gegen E.
dermatitidis-Proteine gemessen wurde, aufgetragen. Es lagen 24 Seren von CF-Patienten
mit bekannter E. dermatitidis-Besiedlung, pro Patient zum Teil mehrere Seren
verschiedener Abnahmedaten, 70 Seren von CF-Patienten ohne nachgewiesene E.
dermatitidis-Besiedlung (ebenfalls mehrere Seren) und 50 Seren von gesunden
Probanden zum Test vor. Durch senkrechte Linien sind die verschiedenen
Untersuchungsgruppen (A, B, C) getrennt. Zusätzlich sind in dem Diagramm die
berechneten Grenzwerte für die gebildete AK-Menge als waagerechte Trennlinien
eingetragen. In der ersten Untersuchungsgruppe (A) sind alle IgG-AK-Meßwerte der
untersuchten Seren über dem unteren Grenzwert (GW) von 0,562 angeordnet. Die
meisten positiven Signale sind im oberen Bereich des Diagramms, also im Bereich über
dem oberen GW von 1,069, sichtbar, nur wenige AK-Signale befinden sich im Bereich
zwischen den beiden GW. Bei der Gruppe B sind die AK-Konzentrationen gleichmäßig
über die drei Meßbereiche verteilt. Bei der Gruppe C fallen die meisten Meßwerte in den
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Bereich unter dem unteren Grenzwert. Einige Signale liegen im Zwischenbereich. Nur drei
Seren zeigen eine IgG-AK-Signalbildung, die über dem oberen GW liegt.
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Abbildung 3.9: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgG-
Konzentration gegen E. dermatitidis
aufgeteilt nach 12 CF Patienten mit nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung (A), 46 CF Patienten ohne nachgewiesene
E. dermatitidis-Besiedlung (B) und 50 gesunden Probanden (C)
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In der Abbildung 3.10. ist die im ABICAP-Test gemessene OD bei 510 nm auf der
Ordinate gegen die 144 Probennnummern von Patientenseren, bei denen die IgA-AK-
Bildung gegen E. dermatitidis gemessen wurde, auf der Abszisse aufgetragen. Es wurden
24 Seren von CF-Patienten mit nachgewiesener E. dermatitidis-Besiedlung, 70 Seren von
Patienten ohne E. dermatitidis-Nachweis und 50 Seren von gesunden Probanden
getestet. Pro Patient wurden z.T. mehrere Seren mit unterschiedlichem Abnahmedatum
eingesetzt. Zusätzlich ist der berechnete obere GW als waagerechte Trennlinie
eingezeichnet. Auffällig ist eine starke Ansammlung der AK-Signale (dargestellt als
Punkte) im Bereich unter dem oberen GW von 0,737. Gruppe B zeigt mehr Signale im
oberen Bereich als Gruppe A. Für eine vergleichende quantitative Auswertung s.u. Bei der
Gruppe C ließ sich bei zwei Patientenseren eine hohe IgA-AK-Signalbildung nachweisen.
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Abbildung 3.10: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgA-
Konzentration gegen E. dermatitidis
aufgeteilt nach 12 CF Patienten mit nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung (A), 46 CF Patienten ohne nachgewiesene
E. dermatitidis-Besiedlung (B) und 50 gesunden Probanden (C)
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In der Abbildung 3.11. ist die im ABICAP-Test gemessene OD bei 510 nm gegen die 72
Probennummern von Patientenseren, bei denen eine IgE-AK-Bildung gegen E.
dermatitidis-Proteine gemessen wurde, aufgetragen. Es wurden 14 Seren von positiven
CF-Patienten (A), 42 Seren von negativen (nicht besiedelten Patienten) CF-Patienten (B)
und 16 Seren von gesunden Probanden (C) getestet. Pro Patient wurden wiederum
mehrere Seren getestet. Zusätzlich ist der berechnete obere GW von 0,02 als
waagerechte Trennlinie eingezeichnet. Die meisten Meßwerte befinden sich in einem
Bereich unter 0,1; nur wenige Patientenseren weisen höhere IgE-AK-Bildung auf.
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Abbildung 3.11: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgE-
Konzentration gegen E. dermatitidis
aufgeteilt nach 12 CF Patienten mit nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung (A), 42 CF Patienten ohne nachgewiesene
E. dermatitidis-Besiedlung (B) und 16 gesunden Probanden (C)
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Tabelle 3.4: Grenzwertberechnung für die IgG-, IgA-, IgE-AK-Bildung
IgG IgA IgE
MW positive Werte 1,447 0,655 0,057
Standardabweichung 0,443 0,402 0,071
Grenzwert unten 0,562 -0,149 -0,84
MW negative Werte 0,433 0,256 0,005
Standardabweichung 0,318 0,240 0,007
Grenzwert oben 1,069 0,737 0,020
Cut-off-Wert 0,815 0,294 -0,032
Bei der Grenzwertberechnung (Formel siehe 2.7.4.) für den unteren GW für die IgA-und
IgE-AK-Signalbildung erhält man negative Werte. Daher wählten wir für die Darstellung
nur einen oberen Grenzwert. Da der Leerwert von jedem gemessenen OD Signal
abgezogen wird, können bei niedrigen Werten diese nach Subtraktion des Leerwertes
ebenfalls negativ werden. Praktisch kann eine Konzentration jedoch nicht kleiner Null sein,
daher erfolgte kein Eintrag in die Diagramme.
In die oben dargestellten Diagramme 3.9.-3.11. wurde von jedem Patienten zum Teil
Werte mehrerer Seren mit unterschiedlichem Abnahmedatum eingetragen. Um einen
quantitativen Vergleich der gemessenen AK-Signale zwischen den verschiedenen
Untersuchungsgruppen zu ermöglichen, wurde in den Abbildungen 3.12.-3.17. nur der
jeweils höchste Meßwert von jedem Patienten dargestellt.
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Abbildung 3.12: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgG-
Konzentration gegen E. dermatitidis
aufgeteilt nach 12 CF Patienten mit nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung (A), 46 CF Patienten ohne nachgewiesene
E. dermatitidis-Besiedlung (B) und 50 gesunden Probanden (C). Nur
der höchste Meßwert verschiedener Seren wurde berücksichtigt.
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In die Abbildung 3.12. wurden für jeden Patienten nur die Seren mitaufgenommen, die die
höchste IgG-AK-Produktion beim Vergleich der verschiedenen Seren des einzelnen
Patienten aufwies. Dementsprechend wurde pro Patient nur ein Serum eingesetzt. Dieses
Vorgehen ermöglicht einen quantitativen Vergleich der Untersuchungsgruppen A, B und C
bzgl. der IgG-AK-Bildung. Bei der Gruppe A wiesen zehn Patienten eine IgG-AK-Signal-
bildung auf, die höher als der obere Grenzwert von 1,069 war. Mit ihrer IgG-AK-Produktion
lagen zwei Patienten im Bereich zwischen dem oberen und dem unteren GW. Keiner der
Patienten zeigte eine AK-Produktion, die kleiner als der untere GW von 0,562 war.
Gruppe B zeigte folgende Verteilung bzgl. der AK-Produktion:
Eine IgG-AK-Bildung über dem oberen GW wiesen 16 Patienten auf. Im Zwischenbereich
verteilten sich 11, und 19 Patienten zeigten Werte in dem Bereich unter dem unteren GW.
In der Gruppe C zeigten nur drei Patienten eine IgG-AK-Bildung über dem oberen GW, 12
Patienten eine AK-Bildung im Zwischenbereich und 35 Patienten eine AK-Bildung unter
dem unteren GW. In der Abbildung 3.13. ist auf der Ordinate die Anzahl der Patienten
bzw. der Probanden in den drei Untersuchungsgruppen dargestellt, die mit ihrer IgG-AK-
Produktion im Serum erfaßt wurden. Auf der Abszisse wird die Gruppenzugehörigkeit
vorgenommen. Anhand der Schraffierung des Balkeninhaltes wird die Höhe der AK-
Produktion dargestellt.
In Patientengruppe A wiesen 83 % der Patienten eine IgG-AK-Produktion auf, die höher
als der berechnete GW für das IgG dieser Gruppe war; 17 % der Patienten zeigten
Meßwerte im Zwischenbereich. In der Patientengruppe B werden folgende Werte erfaßt:
35 % der Patienten produzierten AK mit Meßwerten im oberen Bereich, 24 % im
Zwischenbereich, und 41 % im Bereich unter dem unteren GW für das IgG dieser Gruppe.
Bei der Probandengruppe C erkennt man folgende Verteilung: Nur 6 % lagen mit ihrer AK-
Produktion im oberen Bereich, 24 % im Zwischenbereich und 70 % im unteren Bereich
unter dem unteren GW.
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Abbildung 3.13: Verteilung der IgG-AK-Meßwerte bei den drei getesteten Kollektiven:
1) CF Patienten mit kulturell nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung
2) CF Patienten ohne nachgewiesene E. dermatitidis-Besiedlung
3) gesunden Probanden
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Abbildung 3.14: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgA-
Konzentration gegen E. dermatitidis
aufgeteilt nach 12 CF Patienten mit nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung (A), 46 CF Patienten ohne nachgewiesene
E. dermatitidis-Besiedlung (B) und 50 gesunden Probanden (C). Nur
der höchste Meßwert verschiedener Seren wurde berücksichtigt.
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In die Abbildung 3.14. wurde nur das Serum mit dem jeweils höchstem AK-Meßwert
aufgenommen. In der Untersuchungsgruppe A (CF-Patienten mit E. dermatitidis) zeigten
fünf Patienten ein IgA-AK-Produktion, welche höher als der berechnete Grenzwert von
0,737 war. Aus dieser Gruppe wiesen sieben Patienten OD-Werte unter dem GW auf. Die
Gruppe B zeigte folgende Verteilung: 11 Patienten lagen mit ihren IgA-AK-Meßwerten
über dem GW und 35 darunter. Schließlich wiesen nur zwei der Probanden einen Wert
über 0,737 aber 48 einen OD-Wert, der unter dem GW lag, auf.
In der Abbildung 3.15. sind die Ergebnisse in Balkenform dargestellt.
Aus der Gruppe A zeigten 42 % der Patienten IgA-AK-Meßwerte, die über dem GW für
das IgA dieser Gruppe lagen, und 58 % der Patienten zeigten Werte, die unter diesem
GW lagen. In der Gruppe B kann folgende Verteilung beschrieben werden: 24 % lagen mit
ihren AK-Signalwerten über dem GW und 76 % darunter. Schließlich verteilten sich
4 % der Patienten aus der Gruppe C mit ihren Werten im oberen Bereich und 96 % im
unteren Bereich.
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Abbildung 3.15: Verteilung der IgA-AK-Meßwerte bei den drei getesteten Kollektiven:
1) CF Patienten mit kulturell nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung
2) CF Patienten ohne nachgewiesene E. dermatitidis-Besiedlung
3) gesunden Probanden
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Abbildung 3.16: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgE-
Konzentration gegen E. dermatitidis
aufgeteilt nach 12 CF Patienten mit nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung (A), 42 CF Patienten ohne nachgewiesene
E. dermatitidis-Besiedlung (B) und 16 gesunden Probanden (C). Nur
der höchste Meßwert verschiedener Seren wurde berücksichtigt.
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In die Abbildung 3.16. wurde nur das Serum mit dem jeweils höchstem AK-Meßwert
aufgenommen. In der Untersuchungsgruppe A (CF-Patienten mit E. dermatitidis) zeigten
sechs Patienten ein IgE-AK-Signal, welches höher als der berechnete Grenzwert von 0,02
war. Ebeso wiesen sechs Patienten aus dieser Gruppe OD-Werte unter dem GW auf. Die
Gruppe B zeigte folgende Verteilung: 25 Patienten lagen mit ihren IgE-AK-Produktion über
dem GW und 17 darunter. Schließlich wies nur ein Proband einen Wert über 0,02 aber 15
Probanden einen OD-Wert, der unter dem GW lag, auf.
In der Abbildung 3.17. sind die Ergebnisse in Balkenform dargestellt.
Aus der Gruppe A zeigten 50 % der Patienten IgE-AK-Meßwerte über dem GW für das
IgE dieser Gruppe und 50 % der Patienten IgE-AK-Signale unter diesen GW. In der
Gruppe B sah die Verteilung folgendermaßen aus: 60 % lagen mit ihren AK-Signalwerten
über dem GW und 40 % darunter. Schließlich wiesen 6 % der Patienten aus der Gruppe C
Werte aus dem oberen Bereich und 94 % Werte aus dem unteren Bereich auf.
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Abbildung 3.17: Verteilung der IgE-AK-Meßwerte bei den drei getesteten Kollektiven:
1) CF Patienten mit kulturell nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung
2) CF Patienten ohne nachgewiesene E. dermatitidis-Besiedlung
3) gesunden Probanden
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T-Test
Mit Hilfe des T-Testes konnte festgestellt werden, daß die Gruppen A (mit E.d. besiedelte
CF-Patienten) und C (gesunde Probanden) sich bei einem Signifikanzniveau von 1 %
signifikant in ihrer IgG-, IgA- und IgE-AK-Bildung unterscheiden. Bei Prüfung der
Signifikanz (bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,01) zwischen E. dermatitidis
besiedelten Patienten (A) und nicht mit E. dermatitidis besiedelten Patienten (B)
unterscheidet sich die IgG-AK-Konzentrationen signifikant, die IgA-und IgE-AK-
Konzentrationen jedoch nicht.
3.4. Kulturelle Nachweise von E. dermatitidis bei den unter-
suchten CF-Patienten
In der Tabelle A.1. (dargestellt im Anhang) sind die kulturellen Nachweise von E.
dermatitidis im Zeitraum von 1992 bis 1996 bei 12 Aachener Patienten aufgelistet. Dieser
Pilz wurde aus dem Rachenabstrich und/oder aus dem Sputum der Patienten isoliert.
Ebenso sind die im ABICAP-Test gemessenen IgG-und IgA-AK-Konzentration aufgelistet.
3.5. Klinische Parameter der untersuchten CF-Patienten und
deren Korrelation zu den gemessenen Antikörperkonzen-
trationen im ABICAP-Test
In der Tabelle A.2. (dargestellt im Anhang) wurden bei 12 CF-Patienten mit
nachgewiesener E. dermatitdis-Besiedlung und 46 CF-Patienten ohne nachgewiesene E.
dermatitidis-Besiedlung sowohl das Gesamt-IgE als auch die spezifische IgE-AK-Bildung
gegen E. dermatitidis-Proteine im ABICAP-Test gemessen und gegenübergestellt. Die
Patienten sind unterteilt nach Patienten mit und ohne nachgewiesene E. dermatitidis-
Besiedlung. Es lagen Seren im Zeitraum von 1993 bis 1997 vor. Insgesamt wurde
festgestellt, daß die IgE-AK-Signale im ABICAP-Test sehr niedrig ausfallen, und nur bei
sehr wenigen Patienten geringgradig erhöhte Werte zu verzeichnen sind.
In der Tabelle A.3. (dargestellt im Anhang) ist die Lungenfunktion anhand der FEV1 und
der FEV1 % von 12 Aachener CF-Patienten mit E. dermatitidis-Nachweis und 43 CF-
Patienten ohne E. dermatitidis-Nachweis sowie deren Shwachman Score seit 1994
aufgelistet. Der FEV1-Wert bezeichnet das forcierte Expirationsvolumen pro Sekunde in
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Litern und der FEV1 %-Wert das forcierte Expirationsvolumen pro Sekunde in Prozent
zum Sollwert. Alle Werte unter 80 % beschreiben eine eingeschränkte Lungenfunktion.
Der Shwachman Score ist ein Parameter für die Schwere der Erkrankung. Er ist ein
klinischer Score, der Parameter wie Aktivität, klinischen Befund, Ernährung und
Röntgenbefund berücksichtigt. Wir errechneten einen Shwachman Score ohne
Röntgenbefunde, da eine Auswertung der Röntgenbilder durch einen unabhängigen und
entsprechend geschulten Radiologen im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich war.
Insgesamt konnte ein Patient einen Score von 15 bis zu 75 Punkten erhalten (sehr
schlechter bis sehr guter klinischer Zustand). Aus jedem der Kriterien Aktivität, klinischer
Befund und Ernährung wird dem Patienten jeweils eine Punktzahl zugeordnet. Die
Summe ergibt die Endpunktzahl, die dem Schweregrad der Erkrankung entspricht. Die
genaue Zusammensetzung des Scores, und die sich daraus ergebende klinische
Einstufung werden in der Tabelle A.3. deutlich.
Die Patienten wurden anhand des positiven und negativen Nachweises von E. dermatitidis
im Sputum in zwei Gruppen unterteilt. Zu diskutieren ist, ob eine Abhängigkeit zwischen E.
dermatitidis-Besiedlung und dem klinischen Zustand der Patienten besteht.
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4. Diskussion
4.1. Theoretische Grundlagen der verwendeten
experimentellen Verfahren
Theoretische Grundlagen der SDS-PAGE
Bei dieser modifizierten Version der Elektrophorese befinden sich die Proteine in einem
Medium, das als starkes Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) enthält. SDS bindet an
hydrophobe Regionen der Proteine und hebt dadurch fast alle nichtkovalenten
Wechselwirkungen innerhalb der Polypeptidkette auf, wodurch sich diese zu gestreckten
Ketten entfalten. Diese Denaturierung wird durch kurzes Kochen der Proteine bei 100 °C
als auch durch die Zugabe einer reduzierenden Substanz, die die Disulfidbrücken in den
Proteinen spaltet (z.B. Mercaptoethanol), unterstützt. Durch die Bindung der SDS Anionen
an die Hauptketten entsteht ein Komplex aus SDS und denaturiertem Protein, dessen
stark negative Ladung der Masse des Proteins ungefähr proportional ist. Die durch das
gebundene SDS erworbene negative Ladung ist meist wesentlich größer als die
ursprüngliche Ladung des nativen Proteins, die damit vernachlässigbar wird.
Die durch SDS gelösten Proteine wandern bei der PAGE im vertikalen Gel im elektrischen
Feld in Richtung der positiven Elektrode. Eine Auftrennung wird anhand der Größe der
Proteine erzielt. Das Polyacrylamidgel ist durch den Zusatz von Bisacrylamid stark
vernetzt. Somit wandern größere Proteine (trotz größerer negativer Nettoladung)
langsamer durch das Gel. Unter den beschrieben Bedingungen ist die elektrophoretische
Beweglichkeit der meisten Proteine direkt proportional zum Logarithmus ihrer Masse. Das
Gel wird vor Gebrauch durch Polymerisation von Monomeren hergestellt, wobei die
Porengröße durch das Verhältnis von Acrylamid und Methylenbisacrylamid festgelegt wird.
In unseren Versuchen werden Sammelgele mit einem Gehalt von 3 % Polyacrylamid und
einem pH-Wert von 6,8 sowie Trenngele mit einem Polyacrylamidgehalt von 12,5 % und
einem pH-Wert von 8,8 verwendet.
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Theoretische Grundlagen des Western Immunoblots
Beim Western-Blot werden elektrophoretisch aufgetrennte Antigene (vorzugsweise
Proteine) auf einer Membran immobilisiert und Ag-AK-Komplexe detektiert. Diese
Methode macht sich die antikörperbindenden Eigenschaften der Proteine, die hier als
Antigen fungieren, zunutze. Der Western-Blot wird als Routinetest zur Diagnose einer
Vielzahl von Infektionskrankheiten verwendet. Mit diesem Verfahren kann festgestellt
werden, ob in einer Serumprobe Antikörper gegen bestimmte Proteine vorhanden sind,
und gegen welche Antigen-Bestandteile diese Antikörper gerichtet sind.
Der erste Schritt ist eine elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach Größe und
Ladung mit Hilfe der SDS-PAGE. Die getrennten Proteinkomponenten werden auf eine
PVDF-Membran im „Semi-Dry“-Verfahren transferiert. Die auf der Membran
immobilisierten Proteinbestandteile reagieren bei Zugabe eines Antikörpers im Form einer
Antigen-Antikörper-Reaktion. Gebundene Antikörper können dann mit Hilfe
enzymmarkierter Sekundärantikörper (polyklonale oder monoklonale Antiimmunglobuline)
und Visualisierung in Form einer Bande durch ein spezifisches Farbstoffsubstrat sichtbar
gemacht werden. Das Farbstoffsubstrat wird durch das angekoppelte Enzym des
Sekundärantikörpers umgesetzt. Die Interpretation der Banden richtet sich nach dem
verwendeten Marker, bleibt jedoch subjektiv und nicht quantifizierbar.
Theoretische Grundlagen des ABICAP-Tests
ABICAP steht für Antibody Immuno Column of Analytical Processes und wurde durch die
Firma Abion 1990 als Verfahren für den Nachweis von AK gegen verschiedene
Krankheitserreger patentiert (DE 4126436 C2; EP 0557288 B1). Der Test ist als indirekter
Sandwich Assay aufgebaut und funktioniert nach dem Prinzip der Mikroaffinitäts-
chromatographie. Verwendet wird das sogenannte ABICAP-Tool, eine kleine offene Säule
zum einmaligen Gebrauch, die eine aktivierte Festphasenmatrix zur Bindung von
Proteinen enthält. Diese Matrix besitzt eine große Oberfläche und eine hohe Bindungs-
kapazität.
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Abbildung 4.1: Darstellung des ABICAP-Tool
Reagenzien, die im Laufe des Testvorgangs auf die ABICAP-Säulen aufgetragen werden,
permeieren durch Schwerkraft durch die Festphase. Alle Bindungsvorgänge finden
aufgrund des Durchflußprinzips, der Strömungsdynamik, der hohen Bindungskapazität
und der minimalen Diffusionswege sehr schnell statt (Hartmann et al.,1993).
In einem ersten Schritt wird die Festphasenmatrix mit einem Antigen beladen. Die
Bindung erfolgt dabei über hydrophobe Wechselwirkung beim Durchfluß des Antigens
durch die Matrix. Nach anschließender Blockierung der freien Bindungsstellen ist eine
sofortige Verwendung des Testsystems oder eine Zwischenlagerung (abhängig von der
Stabilität des Reaktionspartners) möglich.
Die einzelnen Testschritte entsprechen dem Aufbau des indirekten Sandwich Assays. Im
Gegensatz dazu erfolgt jedoch die Reaktion beim ABICAP-Tool im freien Durchfluß der
Reagenzien durch die Mikroaffinitätssäule. Aus der aufgetragenen Probenlösung werden
im ersten Schritt spezifische Antikörper an das immobilisierte Antigen gebunden. Durch
Zugabe von biotinmarkiertem anti Human-IgG, -IgA, -IgE werden die gebundenen
Antigen-Antikörper-Komplexe erkannt. Die Antikörperkonjugatmoleküle werden
anschließend mit ABION Red (Farbstoff-Streptavidin-Komplex) markiert. ABION Red
bindet durch seine Streptavidin-Komponente an biotinylierte Moleküle und weist hierbei
eine sehr geringe Dissoziationskonstante auf. Die Menge des gebundenen Farbstoffs ist
dabei direkt proportional zu der Menge der spezifisch mit Antigen reagierenden
Antikörpern. Nach Elution kann die Menge an vorher gebundenem ABION Red
photometrisch bei einer Wellenlänge zwischen 492 nm und 520 nm bestimmt werden. Das
ABICAP-Tool kann in einer Arbeitsstation im Mikrotiterplattenformat abgearbeitet werden
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oder auch mit Hilfe des ABICAP-Automaten vollautomatisiert in der Analytik eingesetzt
werden. Wir setzten den ABICAP-Test ein, um die Ergebnisse aus dem Immunoblot zu
quantifizieren. Ebenso wie im Immunoblot setzten wir im ABICAP-Test Seren von CF-
Patienten der Aachener Kinderklinik mit und ohne E. dermatitidis-Besiedlung ein, welche
als Erst-Antikörper mit dem somatischen Antigen von E. dermatitidis Ag-AK-Komlexe
bildeten. Mit Hilfe der optischen Dichte, welche die Ag-AK-Reaktion quantifiziert, sollten
die immunologischen Vorgänge im Verlauf einer Pilzinfektion bei CF-Patienten
beschrieben werden. Die Frage sollte erläutert werden, ob ein invasiver Prozeß oder
lediglich eine oberflächliche Besiedlung der Lunge der CF-Patienten mit dem Pilz vorlag.
Wir untersuchten daher die IgG-, IgA- und IgE-Antikörperkonzentration der Patienten bei
Kontakt mit dem somatischen Antigen der E. dermatitidis.
Abbildung 4.2: Darstellung des Versuchsaufbaus für den ABICAP-Test
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4.2. Versuchskritik
4.2.1. Verwendete Methodik und Gegenüberstellung zu den in der Aspergillus
Diagnostik verwendeten Verfahren
Zum AK-Nachweis gegen E. dermatitidis bei CF-Patienten wurde die SDS-PAGE des
somatischen Antigens kombiniert mit einem Westernimmunoblot verwendet. Diese
Verfahren sind anerkannte Methoden zur Proteinauftrennung und zum AK-Nachweis
gegen Proteine. Die SDS-PAGE dient zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine
nach Größe und Ladung. Mit Hilfe des „Semi-Dry-Verfahrens“ werden die Proteine von
dem Gel auf eine Membran transferiert. Der Western Immunoblot dient dann zur
Detektierung und Charakterisierung der Proteine mit Hilfe von enzymmarkierten
Zweitantikörpern mittels Ag-AK-Reaktion.
Zum AK-Nachweis gegen Aspergillus spp. werden die gleichen Methoden (SDS-PAGE
und Immunoblot) verwendet. Kurup et al. berichteten 1989, daß der Westernblot zum
Nachweis spezifischer AK gegen Aspergillus fumigatus im Serum von Patienten mit ABPA
und Aspergillom geeignet war. Im Blot konnten auch IgE-Banden identifiziert werden.
Ebenso beschreiben Baur et al. 1985 den erfolgreichen Einsatz der Immunoblot-Technik
als diagnostischen Test. Dabei konnte gezeigt werden, daß Patienten mit einer ABPA eine
starke Erhöhung des Gesamt-IgE, Patienten mit einer Farmerlunge und Aspergillom
jedoch vorwiegend erhöhtes Gesamt-IgG aufwiesen. Die Befunde zeigten, daß mehr als
30 als Antigen fungierende Moleküle von A. fumigatus erfaßt werden können, und daß die
IgE-, IgG-AK von Personen mit durch Aspergillus bedingten bronchopulmonalen
Erkrankungen charakterische Reaktionsmuster aufweisen, die differentialdiagnostisch
verwertbar sind. Von Repentigny et al. wurde 1991 ein Immunoblot zum Nachweis der AK-
Antwort von experimentell infizierten Tieren und Probanden gegen A. fumigatus Ag
beschrieben. Im Jahre 1990 beschrieben Bernstein et al. den Wert von Immunoblots zum
Monitoring der Immunantwort von ABPA-Patienten in verschiedenen Krankheitsstadien.
Da die Vermutung bestand, daß bei der E. dermatitidis-Infektion der CF-Patienten
ähnliche Pathomechanismechanismen wie bei der ABPA zugrunde liegen könnten,
verwendeten wir in unseren Versuchen die gleiche Methodik. Wir setzten SDS-PAGE und
Western-Immunoblot ein. Als Antigen verwendeten wir das somatisches Antigen des E.
dermatitidis Stammes CBS 207.35 und testeten die Seren von CF-Patienten mit und ohne
E. dermatitidis-Besiedlung und die Seren gesunder Probanden auf Antikörper gegen
dieses Pilz-Antigen.
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4.2.2. Effektivität des Immunoblots
IgG-Immunoblot:
Bei dem Versuch 3.1. waren IgG-Banden bei Serumverdünnungen von 1:500, 1:1000 mit
einer Zweit-AK Verdünnung von 1:10000 nachweisbar. Daraus läßt sich folgern, daß
spezifische Antikörper von CF-Patienten gegen E. dermatitidis-Proteine gebildet wurden.
Mittels einer Verdünnungsreihe konnte gezeigt werden, daß von besiedelten Patienten
mehr spezifische AK als von nicht besiedelten Patienten und Probanden gebildet wurden.
Die Vorversuche konnten zwar unterschiedliche Reaktionsmechanismen der drei
Untersuchungsgruppen nachweisen, die Auswertung der Immunoblots erfolgte jedoch nur
semiquantitativ.
IgA-Immunoblot:
Hier wurde nur der Immuno-Dot-Blot durchgeführt. Hierbei wurde deutlich, daß die
besiedelten CF-Patienten mehr Antikörper bildeten als die nicht besiedelten. Die
Auswertung erfolgte auch hier nur semiquantitativ. Folgerungen bezüglich der grundsätz-
lichen Funktion der IgA-AK-Bildung im Organismus werden im Zusammenhang mit den
Ergebnissen aus dem ABICAP-Test diskutiert. Diese Ergebnisse sind, da sie sich auf
quantitative Werte beziehen aussagekräftiger.
IgE-Immunoblot:
Die Versuche gestalteten sich als problematisch. Der IgE-AK-Nachweis gegen E.
dermatitidis-Proteine bei den CF-Patienten gelang mit Hilfe des Immunoblots nicht. Es
waren keine IgE-spezifischen Banden nachweisbar.
Die Nachweismethoden waren analog den Verfahrensvorschriften für Aspergillus-
Protokolle. Von technischen Fehlern ist im Rahmen von mehrmaligen
Versuchswiederholungen nicht auszugehen. Um die Sensivität zu erhöhen, wurden
geringere Serumverdünnungen gewählt, die allerdings das Hintergrundsignal verstärkten.
Limitierend war weiterhin, daß nur eine begrenzte Serummenge von den CF-Patienten zur
Verfügung stand.
Beim Einsatz von nachgewiesen hohem Positivserum als 1. AK (bsp. 15000 IgE-
Einheiten) konnten im Blot jedoch Signale gesehen werden. Es könnten also zwar IgE-AK
bei den mit E. dermatitidis besiedelten CF-Patienten vorhanden sein, jedoch in so geringer
Menge, daß sie mit Hilfe der verwendeten Immunoblottechnik nicht erfaßt werden
Diskussion                                                                                                                                                              
78
können. Auch beim ABICAP-Test waren nur geringe Mengen eines IgE-spezifischen
Antikörpers nachweisbar. Ebenso macht der nur geringe Unterschied zwischen
besiedelten und nicht besiedelten Patienten eine sichere Differenzierung und Bewertung
der Immunantwort unmöglich.
4.2.3. Vor-und Nachteile bei der Anwendung des ABICAP-Tests
Beim ABICAP-Test handelt es sich um einen indirekten Sandwich Assay nach dem
Prinzip der Mikroaffinitätschromatographie. Er hat breite Anwendung in den letzten Jahren
in den Gebieten der Infektionsserologie gefunden, z.B. Diphtherie, Tetanus, Influenza und
IgG-Subklassen-Typisierung (Abicap; Pressenotizen 1995).
Folgende Vorteile bietet dieses System:
- geringer Zeitaufwand
- sehr geringe Mengen an Antigen und Patientenserum nötig
- als vollautomatischer Test erhältich
- Möglichkeit des Einsatzes nicht kommerzieller Antigene
- Multi-Parameter-Tests möglich
- schnell erlernbar
- kleines, transportables Testsystem
- weite Anwendung denkbar, routinetauglich
- parallele Testung mehrerer Seren
- quantifizierbare Ergebnisse
Die genannten Vorteile machen den Einsatz in der serologischen Pilzdiagnostik bei CF-
Patienten attraktiv. Durch die Verwendung schon bekannter Protokolle zum AK-Nachweis
und Variation einzelner Parameter, wie z.B. Puffer, Ag-Menge und 1. AK-Verdünnung,
konnte ein geeignetes Versuchsprotokoll erstellt werden. Bei den Versuchen zum IgG-
Nachweis ergaben sich keine Probleme, für den IgA-und IgE-Nachweis mußten höhere
Serumkonzentrationen eingesetzt werden. Bei den Versuchen zum IgE-Nachweis zeigten
sich nur sehr geringe AK-Konzentrationen. Unklar bleibt jedoch, ob tatsächlich nur eine
sehr geringe IgE-AK-Menge produziert wird, oder ob der ABICAP-Test für diesen AK-
Nachweis nicht sensitv genug ist.
                                                                                                                                                             Diskussion
79
4.2.4. Verwendete Stämme
Verwendet wurde das somatische Antigen des E. dermatitidis ex-Typus-Isolats CBS
207.35. Nach dem Anzüchten auf Sabouraud-Agar und Wachstum im Flüssigmedium
wurden die Hefezellen mit Hilfe der French Press-Zelle aufgebrochen. In zukünftigen
Versuchen sollte eine mögliche Kreuzreaktivität mit Antigenen von anderen Hefen
untersucht werden, um die Spezifität dieses Verfahrens zu bestimmen.
4.2.5. Auswertung der Daten
Immunoblot
Die Interpretation der Banden erfolgte rein deskriptiv. Die Dot-Blot-Punkte der
verschiedenen Verdünnungsstufen wurden anhand ihrer Farbintensität semiquantitativ
interpretiert.
ABICAP-Test
Das Ausmaß der AK-Bildung wurde indirekt über die Bindung von ABION Red
photometrisch anhand der Optischen Dichte erfaßt. Es erfolgte eine
Grenzwertberechnung der gebildeten AK-Konzentrationen für die verschiedenen Gruppen
und eine prozentuale Bewertung der Ergebnisse. Schließlich wurde eine statistische
Berechnung der Signifikanz mit Hilfe des T-Testes durchgeführt. Es wurde zusätzlich ein
Zusammenhang zu klinischen Daten wie gemessenes Gesamt-IgE-Konzentrat im RAST-
Test, Lungenfunktion und Shwachman Score hergestellt. Daraufhin konnte die Bedeutung
der Pilzbesiedlung für die CF-Patienten bewertet werden.
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4.2.6. Ziel der Versuche
Die Besiedlung der CF-Patienten mit E. dermatitidis konnte bisher nur anhand von
Sputumproben kulturell nachgewiesen werden. Die Nachteile dieses Nachweisverfahrens
wurden bereits aufgeführt. Es bestand daher die Notwendigkeit, einen alternativen Test
für den Routineeinsatz zu entwickeln. Es sollte die humorale Antwort der Patienten auf die
E. dermatitidis-Besiedlung quantitativ erfaßt werden.
Folgende Fragen sind in diesem Zusammenhang zu stellen:
1) Handelt es sich um eine harmlose oberflächliche Besiedlung oder um eine
Infektion, wobei eine spezifische Auseinandersetzung mit dem Pilz-Antigen auf AK-
Ebene erfolgt?
2) Gibt es eine Korrelation zwischen Ausmaß der Erkrankung und Antikörperbildung?
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4.3. Aspekte der Antikörperbildung bei CF-Patienten
Die Untersuchung verschiedener Antikörperklassen kann wertvolle Hinweise über die Art
und Weise der Auseinandersetzung mit einem Infektionserreger geben.
Bei dem AK-Nachweis gegen E. dermatitidis-Antigen soll evaluiert werden, ob es sich bei
den CF-Patienten um eine harmlose Besiedlung mit diesem Pilz oder um eine Infektion
handelt.
IgA
Das IgA ist ein schleimhautständiges Immunglobulin, welches protektiv gegenüber einem
Antigen wirkt. Es ist aufgrund seines Aufbaus resistent gegenüber Proteasen. Neben der
Funktion als Immunbarriere, welche externe Substanzen wie z.B. pathogene Keime an der
Penetration durch die Mukosa hindert, neutralisiert das IgA auch intrazellulär z.B. bereits
eingedrungene Viren. Lamm beschreibt das IgA 1997 in seiner Funktion als „anti-
inflammatory“ im Gegensatz zu anderen AK-Klassen. Bell und Spock untersuchten 1980
die Lungensekrete von CF-Patienten und stellten fest, daß dort dimeres IgA die
bakterizide Wirkung von IgG blockiert.
Eine Untersuchung der bronchoalveolären Lavage (BAL) auf spezifische AK, wie z.B. IgA,
wäre eine weitere Möglichkeit, gebildete Immunglobuline zu messen. Da dies jedoch eine
invasive Diagnostik darstellt, wurde in unseren Versuchen das Vorhandensein von
spezifischen IgA-AK im Serum untersucht. H. Schönheyder et al. beschrieben 1985 in
einer Studie die Rolle des IgA-AK. Sie fanden heraus, daß die IgA-AK-Menge umgekehrt
proportional zur A. fumigatus Isolationshäufigkeit war. Sie folgerten daraus, daß dem IgA
eine besondere protektive Rolle in der Clearance von Aspergillus spp. im Bronchialsystem
zukommen mußte. Die IgG-AK dagegen korrelierten mit dem positiven Nachweis von A.
fumigatus-Antigen. Weiterhin bestand eine Korrelation zwischen dem positiven
Pilznachweis und der abnehmenden Lungenfunktion der Patienten.
Ähnliches könnte auch bei einer Besiedlung mit E. dermatitidis vorliegen.
1984 beschrieben Schönheyder et al. bereits die diagnostische Effektivität des IgA-AK-
Nachweises gegen A. fumigatus zur Differenzierung der verschiedenen klinischen Formen
der Aspergillose. Das Ergebnis der Studie war, daß IgA schlechter für die Serodiagnostik
als das IgG geeignet war. Auch in unseren Versuchen stellte sich heraus, daß IgA als
prediktiver Wert schlechter für die Serodiagnostik als das IgG geeignet war. Es ergab sich
kein signifikanter Unterschied zwischen besiedelten und nicht besiedelten CF-Patienten
bzgl. der Produktion IgA-spezifischer Antikörper.
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Es ist das mengenmäßig vorherrschende Immunglobulin, welches lange nach Infektion
nachweisbar bleibt. Antikörper dieser Klasse sind ein Hinweis für eine Infektion und eine
immunologische Auseinandersetzung des Organismus mit einem Keim.
Matthews et al. beschrieben 1980, daß 22 % der CF-Patienten, die jünger als 10 Jahre
waren, eine Hypogammaglobulinämie, insbesondere bedingt durch eine
Konzentrationsminderung von IgG aufwiesen. Diese Patienten wiesen eine bessere
Lungenfunktion auf. Die Patienten zeigten ansonsten keine Auffälligkeiten in ihrer
Immunantwort. Sowohl die Lymphozytenzahl und Funktion, als auch die Zahl der T-
Suppressor- und T-Helfer-Zellen waren im Normbereich. Die älteren Patienten zeigten
dagegen erhöhte IgG-Konzentrationen. Die Autoren folgerten, daß das Fortschreiten der
Lungenzerstörung im Laufe des Lebens der CF-Patienten z.T. auf eine humorale
Hyperimmunantwort zu zurückzuführen ist. Man kann also vermuten, daß die
Schleimabsonderung in der Lunge eine Barriere bildet, die es verhindert, daß eine
intensive Auseinandersetzung mit den Antigen stattfindet. Infolge von Gewebsnekrosen
wird die Integrität des Epithels zerstört und es kann eine intensive immunologische
Auseinandersetzung mit dem vorhandenen Antigen stattfinden.
In der Studie von Wheeler et al. (1984) wurden 70 CF-Patienten 5 Jahre lang untersucht,
um eine solche Beziehung zwischen IgG-AK und dem Fortschreiten der Lungenzerstörung
zu evaluieren. In diesem Zeitraum starben 63 % der Patienten mit
Hypergammaglobulinämie, 10 % der Patienten mit Normogammaglobulinämie, 3 % der
Patienten mit Hypogammaglobuloinämie und keine der 15 Patienten mit einer konstanten
Hypogammaglobulinämie. Eine gesteigerte Immunantwort war also positiv korreliert mit
einer schlechteren Lungenfunktion. Die erhöhten IgG-Werte als Ausdruck einen
stimulierten Immunsystems sind wahrscheinlich das Resultat von Luftwegsinfekten und
rezidivierenden Entzündungen. Barbero et al. hatten zuvor 1982 vermutet, daß die
niedrigen IgG-Werte als Ausdruck einer genetisch schwächeren Variante der CF zu
verstehen sind.
1994 beschrieben Greally et al., daß im Rahmen einer chronisch endobronchialen
Infektion bei den CF-Patienten eine Hypergammaglobulinämie nachgewiesen wurde. Die
Hypergammaglobulinämie war wiederum assoziiert mit einer schlechten
Krankheitsprognose. Unklar war jedoch, ob die starke AK-Erhöhung ausschließlich eine
starke Bakterienbesiedlung in der Lunge der Betroffenen wiederspiegelte, oder ob eine
immunologisch vermittelte Lungeninfektion vorlag.
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1987 beschrieben Brett et al. bereits, daß sich die IgG-AK als Indikatoren für eine
Infektion der CF-Patienten mit Pseudomonas gut eignen. Das Fortschreiten einer Infektion
und das Ansprechen auf eine Therapie konnten mit Hilfe eines ELISA zum IgG-AK-
Nachweis beurteilt werden. Der kulturelle Nachweis von Pseudomonas im Sputum reichte
nicht aus. Weiterhin konnte der Shwachman Score, der auf klinisch erhobenen
Parametern beruht, noch nicht zur Berurteilung herangeführt werden, da in dieser frühen
Infektionsphase noch keine Auswirkung auf den klinischen Zustand der untersuchten CF-
Patienten stattgefunden hatte. Es bestand also eine Notwendigkeit, zur Entwicklung eines
serologischen Tests.
1988 untersuchten Forsyth et al. das Serum von 50 CF-Patienten und stellten fest, daß
eine Korrelation zwischen Lungenfunktion, klinischem Status und Vorhandensein von IgG-
AK gegen A. fumigatus bestand. Für die ebenfalls gemessenen spezifischen IgE-AK
konnte diese Beziehung nicht festgestellt werden. Eine Besiedlung mit A. fumigatus führt
bei den CF-Patienten zur Verschlechterung ihrer Lungenfunktion; beteiligt sind dabei
wahrscheinlich sowohl lokale pathogene Mechanismen als auch eine systemische
Hypersensitivität, vermittelt durch Bildung von IgG-AK. Ebenso stellten die Autoren eine
Korrelation zum Shwachman Score der untersuchten Patienten her. Patienten mit einem
Score von <70 wiesen alle erhöhte spezifische IgG-AK-Konzentrationen auf. Der AK-Titer
der CF-Patienten gegen A. fumigatus war positiv korreliert zum zunehmenden Lebensalter
der Patienten, fallendem Shwachman Score und abnehmender Lungenfunktion. Es mußte
also eine hohe Antigen-Dosis dem Immunsystem präsentiert worden sein, z.B. begünstigt
durch eine unzureichende Clearance dieses Antigens aus dem Bronchialsystem.
Ursächlich beteiligt könnte die Pilzansammlung in Bronchiektasen bestimmter
Lungenabschnitte sein. Ähnliche Pathomechanismen vermuten wir bei der E. dermatitidis-
Infektion der CF-Patienten. In dieser Arbeit stellten wir ebenfalls eine Beziehung zwischen
E. dermatitidis-„Besiedlung“, korreliert mit spezifischer IgG-AK-Bildung im ABICAP-Test,
und dem klinischen Zustand der CF-Patienten fest. Bisher wurde beim Nachweis von E.
dermatitidis bei CF-Patienten zunächst eine lokale Besiedlung des Bronchialsystems
angenommen (Blaschke-Hellmessen et al, 1994). Die genannten Hinweise aus der
Literatur legen jedoch bei Nachweis hoher IgG-AK-Mengen der besiedelten CF-Patienten
nahe, daß von einem intensiven Antigenkontakt i.S. einer Infektion mit E. dermatitidis
ausgegangen werden muß.
Neben der lokalen Immunglobulin-Produktionsrate spielen physikochemische Vorgänge,
der mukoziliäre Transport und die Funktion der alveolären Makrophagen und Neutrophilen
eine entscheidende Rolle bei der immunologischen Abwehrfunktion der Bronchialmukosa.
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Vergleichbar mit der hohen spezifischen IgE-Produktion bei der ABPA könnte bei einer
Reaktion auf E. dermatitidis eine Überproduktion von IgE vorliegen. Unklar ist jedoch, ob
tatsächlich nur geringe spezifische IgE-AK-Konzentrationen von den CF-Patienten
gebildet werden, oder ob der Nachweis im ABICAP-Test für diese AK-Klasse nicht senitiv
genug ist. Zusätzlich muß das spezifische IgE in Korrelation zum Gesamt-IgE, welches z.T
großen Schwankungen unterliegt, betrachtet werden, um weitere Schlußfolgerungen
ziehen zu können.
Der IgE-AK und die Rolle für die Pathogenese der CF war Ziel verschiedener Studien.
Van Metre et al. interpretierten 1960 den bekannten Zusammenhang von Asthma und CF
als getrenntes, nicht von einander abhängiges Phänomen im selben betroffenen
Patienten.
Die Prävalenz von allergisch bedingten Luftwegserkrankungen und ihre Effekte auf den
Verlauf der CF wurden anhand von 63 CF-Patienten 1974 von Rachelesfsky et al.
untersucht. Eine gesicherte Allergie zeigten 15 Patienten. Das Serum-IgE dieser 15
Patienten und der nicht allergischen CF-Patienten war im Vergleich zu der
altersentsprechenden Kontrollgruppe erhöht (600 IU). Der klinische Zustand der
allergischen CF-Patienten war besser als der der nicht allergischen (Shwachman Score
79 gegenüber 65). Die allergischen Patienten lebten länger. Bei einer allergisch bedingten
Immunantwort werden möglicherweise die viskösen Schleimabsonderungen der Patienten
verdünnt, es resultiert eine verbesserte Zilienbewegung und eine Verbesserung der
Sekretzusammensetzung.
In einer Arbeit von 1980 untersuchten Tobin et al. vergleichend 25 erwachsene CF-
Patienten und 25 gesunde Probanden. Atopische Sypmtome kamen bei den CF-Patienten
häufiger als bei den Probanden vor. Es konnten erhöhte Werte für das Serum-IgE und
-IgG nachgewiesen werden. Auffällig hoch waren die Reaktionen auf Pilz-Antigene.
Warner et al. beschrieben 1976 bereits multiple Nachweise von A. fumigatus und
Cladosporium spp. bei den CF-Patienten. Die kleinen Pilzsporen werden, ohne an der
Schleimhautoberfläche angelagert zu werden, inhaliert. Durch dieses „Air Trapping
Phänomen“ verbleiben die Pilze in der Lunge und rufen dort eine Sensibilisierung,
nachweisbar durch die spezifisch gebildeten Antikörper, hervor.
Mukosaabnormalitäten erlauben die Penetration von Allergenen. Der Schleimhautdefekt in
der Lunge der CF-Patienten führt zu wiederholten Infektionen und zu Sensibilisierungen
i.S. einer Allergie. Die Autoren stellten daher die These auf, daß eine zusätzliche Allergie
bei den CF-Patienten zu einer verschlechterten Lungenfunktion führt.
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Marchant et al. wiesen 1994 den Nutzen des IgE-Nachweises für die Diagnose einer
ABPA nach. Sie stellten fest, daß ein vierfacher IgE-Anstieg über 500 IU/ml die Diagnose
einer ABPA nahelegt.
Neben dem Nachweis von spezifischen Immunglobulinen bei Infektionen sollen noch
weitere immunologische Aspekte bei der CF diskutiert werden.
Moss et al. beschrieben 1981, daß CF-Patienten mit akuter Exazerbation und schlechter
Lungenfunktion mehr zirkulierender Immunkomplexe (CIC) bilden. Die Immunkomplexe
können Komplement-vermittelte Enzündungsreaktionen verursachen. Patienten mit stark
geschwächter Schleimhaut weisen mehr Ag-Übertritt ins Blut auf. Die gebildeten Immun-
komplexe tragen über die Entzündunsmechanismen dann zum Fortschreiten der
Krankheit bei. Es war unklar, ob die Komplexe pathogenetisch für die Entzündungs-
reaktionen verantwortlich oder nur Epiphänomen bei der Exazerbation sind. Moss wies
1980 bereits darauf hin, daß erhöhte Serum-Ig-Werte gegen Pseudomonas spp.-LPS, -
Exotoxin A und die Präsenz von systemischen Immunkomplexen auf eine schlechtere
Prognose der CF hindeutet. Er sprach von „nicht invasiven Markern, die ein Studium der
Immunpathogenese der Lungeninfekte bei der CF zuließen.“
1988 stellte Döring et al. folgende These auf: Die Chronifizierung von Infektionen bei
offensichtlich immunkompetenten CF-Patienten basiert auf einer defekten
„Opsonophagozytose“. Dieses könnte verursacht sein durch eine bakterielle
Exopolysaccharidproduktion, die zu einer kryptischen Infekton führt, sowie durch eine
Immunglobulin-Spaltung durch Proteasen und durch einen Wechsel von opsonisierenden
AK- zu nicht opsonisierenden AK-Klassen. „Opsonophagozytose“ hängt von intakten
opsonisierenden Immunglobulinen, die an Zellrezeptoren von Phagozyten über das Fc-
Fragment oder das Komplement binden, ab. Proteolytische Prozesse verhindern die
Aufnahme der Immunkomplexe durch die Phagozyten. Fick beschrieb 1984, daß zerlegtes
IgG ohne das Fc-Fragment nicht effektiv wirken kann. Der Fc-Teil des AK ist wichtig, um
eine Internalisierung und ein intrazelluläres Killing zu ermöglichen.
Abwehrmechanismen gegen respiratorische Infekte beinhalten intakte Schleimhaut-
membranen, optimale Ventilation, Abgabe von einem normal zusammengesetzten
Schleim, normale Zilienbewegung, intakte AK-Bildung, Komplementaktivierung und die
normale Funktion der phagozytierenden Zellen. Da Infekte an nicht durch die CF
betroffenen Organen zu einer normalen Immunreaktion führen, ist eine globale
Schwächung der Abwehrmechanismen nicht zu erwarten.
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1972 wies May auf eine mögliche Schwächung der pulmonalen Abwehr durch eine
reduzierte Funktion der Phagozyten, der alveolären Makrophagen und polymorphkernigen
Granulozyten sowie durch eine reduzierte Zilienaktivität hin. Gemeinsam würden diese
Defekte zu den chronischen bakteriellen Infektionen der CF-Patienten führen. 1980
beschrieben Harper et al., daß keine signifikante Schwächung der zellvermittelten
Immunität bei den CF-Patienten nachweisbar war. Ebenso gelang es nicht eine
quantitative oder funktionale T-Lymphozyten Abnormalität bei den CF-Patienten
nachzuweisen. Ein Grund für die geschwächte pulmonale Immunität könnte
möglicherweise ein erworbener Defekt in einer bestimmten T-Lymphozyten-Subklasse
sein.
Es bleiben noch viele Fragen im Hinblick auf die immunologischen Vorgänge im
Organismus der CF-Patienten offen. Neben den genetischen Ursachen liegt hier ein
weiterer Zugang zum Verständnis der Pathogenese dieser Krankheit.
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4.4. Auswertung und Diskussion der Ergebnisse des ABICAP-
Tests
4.4.1. IgG-AK-Bildung
Wenn man die Abbildung 3.12. und 3.13. betrachtet, lassen sich die Ergebnisse
folgendermaßen zusammenfassen:
Gruppe A (mit E.d. besiedelte CF-Patienten): 83 % lagen über dem oberen
Grenzwert (1,069),
17 % lagen im Zwischenbereich,
Gruppe B (nicht mit E.d. besiedelte CF-Patienten): 35 % lagen über dem oberen
Grenzwert,
24 % lagen im Zwischenbereich,
41 % lagen unter dem unteren
Grenzwert (0,562),
Gruppe C (gesunde Probanden): 6 % lagen über dem oberen
Grenzwert,
24 % lagen im Zwischenbereich,
70 % lagen unter dem unteren
Grenzwert.
Mit E. dermatitidis besiedelte CF-Patienten weisen also eine intensivere immunologische
Auseinandersetzung mit dem E. dermatitidis-Ag, nachweisbar anhand der spezifischen
IgG-AK-Bildung, als die gesunden Probanden auf. Im Vergleich zeigen 83 % der
besiedelten Patienten im Verhältnis zu 6 % der Probanden eine hohe
Immunglobulinproduktion. E. dermatititdis könnte in der Umgebung der betroffenen
Probanden vermehrt vorhanden sein, so daß ein nachweisbarer intensiver Kontakt daraus
resultieren könnte. Allerdings ist eine mögliche Kreuzreaktion zu anderen Pilzantigenen
nicht völlig ausgeschlossen.
In der Gruppe der nicht besiedelten CF-Patienten fand man bei 35 % der Patienten eine
starke spezifische IgG-AK-Bildung, 41 % wiesen sehr geringe Konzentrationen auf.
Möglich wäre, daß die im ABICAP-Test als positiv bewerteten Patienten (35 %) im
kulturellen Nachweis nicht erfaßt wurden und eigentlich der Gruppe A zuzurechnen waren.
Die niedrigere AK-Bildung der 41%, die unter dem unteren Grenzwert liegen, ist
wahrscheinlich das Ergebnis einer Antigen-Exposition bei ubiquitärem Vorkommen des
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Pilzes, ohne daß es hierbei zu einer Schleimhautbesiedlung gekommen ist. Das Ausmaß
der AK-Produktion bei den besiedelten CF-Patienten deutet auf eine qualitativ andere Art
der Antigen-Exposition hin. Es liegt wahrscheinlich nicht nur eine Schleimhautbesiedlung,
sondern eine Infiltration der Schleimhaut und somit eine Infektion vor.
4.4.2. IgA-AK-Bildung
Die Ergebnisse der Abbildung 3.14. und 3.15. lassen sich folgendermaßen
zusammenfassen:
Gruppe A: 42 % lagen über dem oberen Grenzwert (0,737),
58 % lagen unter dem oberen Grenzwert,
Gruppe B: 24 % lagen über dem oberen Grenzwert,
76 % lagen unter dem oberen Grenzwert,
Gruppe C:   4 % lagen über dem oberen Grenzwert,
96 % lagen unter dem oberen Grenzwert.
(Gruppenerläuterung siehe oben)
Bei der IgA-AK-Poduktion sind die Konzentrationsunterschiede in den untersuchten
Gruppen nicht so ausgeprägt wie bei der IgG-Messung. Die gebildete IgA-AK-
Konzentration im ABICAP-Test lag zwar bei 42 % der Patienten im oberen Bereich, aber
58 % der Patienten zeigten auch geringe IgA-AK-Signale im ABICAP-Test. Eindeutig war
das Verhältnis bei den Probanden, bei denen 96 % niedrige IgA-AK-Bildung aufwiesen.
Die Bedeutung dieses AK im Verlauf einer Infektion mit E. dermatitidis bleibt in ihren
Einzelheiten unklar. ABICAP-Test und SDS-PAGE zeigten keine klaren Tendenzen.
IgA/IgG Quotient
Es soll der Mittelwert des Quotienten in den drei Untersuchungsgruppen diskutiert werden.
In der Gruppe A beträgt der Mittelwert 0,47, in der Gruppe B 0,76 und in der Gruppe C
0,54.
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Wenn man annimmt, daß der IgA-AK eine eher antiinflammatorische, protektive Rolle im
Organismus des CF-Patienten spielt, wäre es möglich, daß die nicht besiedelten Patienten
besser durch diesen AK vor einer Infektion in der Lunge geschützt waren als die
besiedelten. Bei diesen überwog das IgG, welches Marker für eine Infektion war. Der
Quotient der Probanden läßt sich mit der üblichen Auseinandersetzung des Menschen mit
diesem Pilz in seiner Umwelt deuten.
4.4.3. IgE-AK-Bildung
Die Ergebnisse der IgE-AK-Bildung (Abbildung 3.16. und 3.17.) lassen sich
folgendermaßen zusammenfassen:
Gruppe A: 50 % lagen über dem Grenzwert (0,02),
Gruppe B: 60 % lagen über dem Grenzwert,
Gruppe C:   6 % lagen über dem Grenzwert.
Bei der Auswertung der IgE-AK-Bildung im ABICAP-Test ergaben sich folgende
Probleme:
Die AK-Signale waren sehr niedrig, nur wenige waren erhöht. Die Ergebnisse könnten im
Sinne einer allgemein gesteigerten Immunreaktion der CF-Patienten zu deuten sein. Das
könnte auch erklären, daß 94 % der gesunden Probanden niedrige IgE-Konzentrationen
zeigten.
Neben dem Vergleich der unterschiedlichen Untersuchungsgruppen soll ebenfalls
untersucht werden, ob die Bestimmung von spezifischen Antikörpern im ABICAP-Test
auch als Verlaufparameter für den einzelnen Patienten eingesetzt werden kann. Daher
wurden Seren, die zu unterschiedlichen Zeiten von dem Patienten abgenommen wurden,
in den Test eingesetzt. In den gemessenen Seren der Patienten konnten annähernd
gleiche AK-Konzentrationen gefunden werden, die beobachtete geringe Abweichung liegt
im Rahmen der zu erwartenden Meßungenauigkeiten bzw. an der Dynamik der AK-
Synthese. Die entsprechenden Patienten, bei denen Abweichungen der AK-Bildung im
Laufe der Zeit auftraten, könnten auch eine Therapie mit folgender AK-Konversion in der
Zwischenzeit erhalten haben.
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Es kann also gefolgert werden, daß der ABICAP-Test geeignet ist, eine immunologische
Auseinandersetzung eines Patienten mit E. dermatitidis über einen längeren Zeitraum
verläßlich zu erfassen.
4.5. Korrelation von kulturellem Keimnachweis von
E. dermatitidis und spezifischer AK-Produktion
In der Tabelle A.1.(Anhang) sind 12 Patienten aus der Gruppe A (mit E. dermatitidis
besiedelte CF-Patienten) namentlich unter Angabe des Zeitpunktes der nachgewiesenen
E. dermatitidis-Besiedlung im Sputum bzw. im Rachenabstrich aufgeführt. 1997 hat
Groten das Keimspektrum bei CF-Patienten unter besonderer Berücksichtigung der Pilze
intensiv untersucht. In unserer Auflistung fehlt häufig ein zeitlich direkt zum AK-Nachweis
korrelierbarer kultureller Nachweis von E. dermatitidis.
Die Patientin S.S. soll beispielhaft zur Auswertung herangeführt werden. Seit 1990 konnte
wiederholt E. dermatitidis im Sputum nachgewiesen werden. Für den ABICAP-Test lagen
Seren von 1995 und 1996 vor, die sowohl hohe IgG- als auch IgA-AK–Konzentrationen
aufwiesen. Der AK-Nachweis korrelierte dementsprechend mit der E. dermatitidis-
Besiedlung dieser CF-Patientin. Dies stellt erstens die diagnostische Bedeutung des
ABICAP-Tests für den E. dermatitidis-Nachweis heraus, und zum anderen spricht die
hohe IgG-AK-Bildung dafür, daß eine spezifische immunologische Auseinandersetzung
der CF-Patientin mit diesem Pilz stattfand, welche nicht nur durch eine oberflächliche
Besiedlung erklärbar ist, sondern für eine Infektion mit diesem Keim spricht. Die
Ergebnisse der anderen CF-Patienten entsprechen in etwa denen der Patientin S.S.
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4.6. Vergleich der Gesamt-IgE-Werte der CF-Patienten mit der
spezifischen IgE-AK-Bildung gegen E. dermatitidis im
ABICAP-Test
In der Tabelle A.2. erfolgt die Auflistung der gemessenen spezifischen IgE-AK gegen E.
dermatitidis im ABICAP-Test, um eine Korrelation zwischen spezifischer IgE-AK-Bildung
und gemessesem Gesamt-IgE zu prüfen.
Alle Werte, die beim Gesamt-IgE größer als 100 Einheiten sind, sprechen für ein
allergisches Geschehen, Werte unter 20 Einheiten schließen dieses aus, und Werte
zwischen 20 und 100 werden als grenzwertig betrachtet. Für die gemessenen IgE-AK im
ABICAP-Test haben wir einen Grenzwert von 0,02 festgelegt. Als eindeutig erhöht sollen
aber nur Werte über 0,1 bewertet werden.
Die Analyse von Gesamt-IgE im Vergleich zu spezifischem IgE gegen E. dermatitidis
zeigt, daß drei Patienten ein sehr hohes spezifisches IgE zeigen. Ein Patient (T.P.) weist
dabei auch ein hohes Gesamt-IgE (größer als 500 IE) auf. Ein weiterer Patient (A.S.) zeigt
jedoch nur ein sehr geringes Gesamt-IgE. (L.C.) zeigt Gesamt-IgE-Werte von 300 IE. Die
Patienten (D.B., K.H., T.K.) zeigen bei erhöhtem spezifischen IgE ein niedriges Gesamt-
IgE. Also besteht keine direkte Korrelation von spezifischen IgE zu Gesamt-IgE. Es fallen
auch gleich hohe Werte von Gesamt-IgE und spezifischen IgE auf. Weiterhin läßt sich bei
hohem Gesamt-IgE auch niedriges spezifisches IgE (S.C.) messen. Es besteht also keine
positive Korrelation zwischen den beiden Parametern.
Zusammenfassend müssen zwei Thesen gegenübergestellt werden. Entweder war der
ABICAP-Test aufgrund der niedrigen IgE-AK-Signale nicht sensitiv genug für den
Nachweis der spezifischen IgE-AK oder es wurden spezifische IgE-AK nur in geringer
Konzentration von den Patienten produziert.
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4.7. Zusammenhang zwischen klinischem Zustand und E.
dermatitidis-Besiedlung der CF-Patienten
In der Tabelle A.3. sind die Lungenfunktion und der Shwachman Score der CF-Patienten
aufgeführt. Klinisch bedeutsame Fragen sind:
Wie relevant ist der Nachweis der spezifischen AK-Bildung gegen E. dermatitidis, bzw. die
Infektion des Patienten mit E. dermatitidis für den klinischen Zustand der CF-Patienten?
Um die Auswertung zu vereinfachen, wird eine Gruppierung des Shwachman Scores und
der Lungenfunktion gemäß bestimmter Schweregrade vorgenommen.
Der Shwachman Score wird in zwei Kategorien, Werte < 3 und Werte > 3 gegliedert.
(genaue Auflistung siehe Anhang)
Ebenso wird die Lungenfunktion mit Kategorien < 3 und > 3 eingeteilt, wobei
folgendes gelten soll: 80-100 %=1; 60-79 %=2; 40-59 %=3; 20-39 %=4; <20 %=5
Folgende Ergebnisse konnten beobachtet werden:
Gruppe A (mit E.d. besiedelte CF-Pat.): 58 % der Patienten zeigten einen
Shwachman Score > 3,
33 % hatten eine Lungenfunktion > 3
Gruppe B (nicht mit E.d. besiedelte CF-Pat.): 15 % zeigten einen Shwachman Score > 3,
16 % hatten eine Lungenfunktion > 3
Die Ergebnisse zeigen, daß ein Zusammenhang zwischen E. dermatitidis-Besiedlung und
Klinik des CF-Patienten besteht. Man erkennt den insgesamt klinisch schlechteren
Zustand der besiedelten im Vergleich zu den nicht besiedelten Patienten.
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4.8. Ausblick
In weiteren Versuchen sollten der Aufbau und die immunogenen Determinanten des E.
dermatitidis-Antigens näher charakterisisert werden. Mittels ABICAP-Test ist ein
geeignetes Verfahren zum serologischen Nachweis von E. dermatitidis bei CF-Patienten
entwickelt worden. Der Test soll in Zukunft für ein größeres Patientenkollektiv zum AK-
Screening angewendet werden. Es müssen therapeutische Ansätze mit in die
Überlegungen miteinbezogen und klinisch getestet werden. Ebenso müssen mögliche
Kreuzreaktionen eruiert werden. Der ABICAP-Test kann als diagnostischer Test anstelle
eines kulturellen Keimnachweis eingesetzt werden. Weiterhin kann er als
Verlaufsparameter bei einer Infektion und nachfolgender Therapie Verwendung finden. Da
der ABICAP-Test für den IgE-Nachweis ggf. nicht sensitiv genug ist, sollte mittels anderer
Verfahren abgeklärt werden, ob spezifisches IgE gebildet wird. Da mit unserer Hilfe ein
geeignetes E. dermatitidis-Antigen zur Verfügung steht, könnte man dieses Antigen in das
bereits auf dem Markt existierende CAP-System einsetzen. Ziel wäre es, die spezifischen
IgE-AK an das vorher mit dem Antigen beladene Material zu binden und zu erfassen.
In unseren Versuchen haben wir die humoralen Reaktionen der CF-Patienten auf das E.
dermatitidis-Antigen untersucht. Ein weiterer Ansatzpunkt zum Verständnis der
Pathogenese der E. dermatitidis-Infektion und die Bedeutung für den CF-Patienten ist die
Erforschung der zellulären Abwehrmechanismen. Schnitzler et al. untersuchten 1999 den
Einfluß schwarzer Hefen auf die Phagozytose, das Killing und den Burst.
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5. Zusammenfassung
In den letzten Jahren wurde durch Etablierung von neuen diagnostischen Verfahren (z.B.
Langzeitpilzkulturen und die Entwicklung eines Selektivmediums) eine Besiedlung des
Bronchialsystems von CF-Patienten mit der Schwarzen Hefe Exophiala dermatitidis
nachgewiesen. Die Ursache ist bislang unklar. Vermutlich gelangt der Pilz über eine
Besiedlung der verwendeten Inhalationsgeräte in den Organismus. Klinisch läßt sich eine
Pilzinfektion aufgrund des komplexen Krankheitsverlaufs schwer nachweisen. So läßt sich
ohne diagnostische Verfahren oft nicht zwischen bakteriellem Befall und Pilzbefall
unterscheiden. Für die Pathogenese entscheidend ist, ob lediglich eine oberflächliche
Besiedlung mit dem Pilz oder eine Infektion der betroffenden Patienten vorliegt. Mit dem
kulturellen Pilznachweis allein kann diese Frage nicht beantwortet werden. Unter der
Annahme einer Ag-spezifischen immunologischen Auseinandersetzung der CF-Patienten
mit E. dermatitidis wurde daher ein serologisches Nachweisverfahren zum AK-Nachweis
entwickelt und evaluiert. Wir setzten die SDS-PAGE und den Western-Immunoblot, sowie
den ABICAP-Test zum Nachweis spezifisch gebildeter IgG-, IgA- und IgE-AK gegen das
E. dermatitidis-Antigen ein. Als Antigen für den Immunoblot wurden Zellwandproteine von
E. dermatitidis verwendet. Als Erst-Antikörper dienten Seren von CF-Patienten mit und
ohne E. dermatitidis-Besiedlung sowie Seren von gesunden Probanden. Zum Nachweis
dieser gebundenen Antikörper wurden als Zweit-AK alkalische Phosphatase konjugierte
anti Human IgG-, IgA- und IgE-AK im Immunoblot und biotinmarkierte anti Human IgG-,
IgA- und IgE-AK im ABICAP-Test eingesetzt.
Die Ergebnisse aus den Immunoblots konnten nur semiquantitativ ausgewertet werden. Es
zeigte sich jedoch bereits die Tendenz, daß die mit E. dermatitidis besiedelten CF-
Patienten höhere AK-Konzentrationen als die nicht besiedelten Patienten und gesunden
Kontrollpersonen produzierten. Der Nachweis spezifischer IgE-AK gelang mit dem
Immunoblot nicht. Mit dem ABICAP-Test konnte die AK-Konzentration im Serum anhand
der Optischen Dichte erfaßt werden. Von jedem kulturell nachweisbar mit E. dermatitidis
besiedelten CF-Patienten, sowie von jedem nicht mit E. dermatitidis  besiedelten CF-
Patienten und von 50 gesunden Probanden wurden mehrere Seren verschiedener
Abnahmedaten in den Serentest eingesetzt.
Die Gruppen A (kulturell gesichert mit E. dermatitidis besiedelte Patienten) und C
(gesunde Probanden) unterschieden sich signifikant in ihrer IgG-, IgA- und IgE-AK-
Bildung. Die Gruppe A und die Gruppe B (nicht mit E. dermatitidis besiedelte CF-
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Patienten) unterschieden sich nur hinsichtlich ihrer IgG-AK-Bildung signifikant, nicht aber
bezüglich der IgA- und IgE-AK-Bildung. Es wurden Grenzwerte berechnet, mit deren Hilfe
gezeigt wurde, wieviele Patienten aus den einzelnen Gruppen eine bestimmte AK-
Konzentration aufwiesen, und wie diese im Vergleich zu den anderen Gruppen zu
bewerten war. Die besiedelten CF-Patienten machten eine intensive Auseinandersetzung
(meßbar an der produzierten AK-Konzentration im ABICAP-Testverfahren) mit dem E.
dermatitidis-Ag durch. Die hohe IgG-AK-Produktion legt eine intensive immunologische
Auseinandersetzung mit diesem Pilz nahe. Ein Vergleich mit dem Shwachman Score und
der Lungenfunktion zeigte, daß die mit E. dermatitidis besiedelten Patienten einen klinisch
schlechteren Zustand aufwiesen. Hinsichtlich der IgE-Immunantwort konnte nicht geklärt
werden, ob der fehlende Nachweis von spezifischen Antikörpern auf der Produktion nur
geringer Mengen spezifischer Immunglobuline im Laufe der Exposition mit E. dermatitidis
beruhte, oder ob der ABICAP-Test für diesen AK-Nachweis nicht senitiv genug war.
Mit der Erfassung spezifischer IgG-AK mittels ABICAP-Test ist ein serologisches
Verfahren zum Nachweis einer E. dermatitidis-Infektion bei CF-Patienten etabliert worden.
Ziel ist es, in naher Zukunft diesen Test für ein großes Patientenkollektiv anzuwenden. Um
die Pathogenese der Lungeninfektion mit diesem Pilz genauer zu evaluieren, ist es
außerdem notwendig, die zellulären Abwehrmechanismen z.B. anhand der Phagozytose,
des dadurch hervorgerufenen oxidativen Bursts und des Killings bei der Zystischen
Fibrose in weiteren Versuchsansätzen zu erforschen.
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7. Anhang
7.1. Liste verwendeter Abkürzungen
ABICAP Antibody Immuno Column of Analytical Processes
ABICAP-Tool Werkzeug für den genannten Test
Ag Antigen
AK Antikörper
1.AK Erst-Antikörper
2.AK Zweit-Antikörper
BR Blocking Reagenz
CAPD contineous ambulatory peritoneal analysis
CAP capsule; capaticity
CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn,
Niederlande
CF Zystische Fibrose
CSPD Chemiluminescence Substrate
E.d. Exophiala dermatitidis
E. dermatitidis Exophiala dermatitidis
Ig Immunglobulin
LPS Lipopolysaccharid
MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure/ 3-(N-
Morpholino)-propansulfonnatriumsalz
MTP Mikrotiterplatte
OD Optische Dichte
PBS Phosphat buffered saline
PVDF Polyvinyl-Fluoride
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
TEMED Tetramethylethylendiam
Tris Trispuffer
YNB Yeast Nitrogen Base
YMA Yeast Morphology Agar
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7.2. Verzeichnis der Abbildungen und Tabellen
Abb. 1.1: Pathogenese der Zystischen Fibrose,
aus: Kinderheilkunde, G.-A.v. Harnack, 1994: S. 353
Abb. 1.2: Schematischer Aufbau eines Immunglobulinmoleküls,
aus: Baenkler, Medizinische Immunologie
Abb. 1.3: Physikochemische und metabolische Eigenschaften des menschlichen
Serum-Immunglobulins,
aus: Baenkler, Medizinische Immunologie
Abb. 2.1: Western-Blot im „Semi Dry“-Verfahren
Abb. 2.2: Prinzip des Western-Immunoblot
Abb. 3.1: Mit Coomassie Blue gefärbtes SDS-Gel mit E. dermatitidis-Antigen-
Präparation
Abb. 3.2: IgG-Immunoblot mit Antigen von E. dermatitidis
Abb. 3.3: Immuno-Dot-Blot mit Nachweis von IgG-AK gegen Antigene von
E. dermatitidis
Abb. 3.4: Immuno-Dot-Blot mit Nachweis von IgG-AK gegen Antigene von
E. dermatitidis
Abb. 3.5: Immuno-Dot-Blot mit Nachweis von IgA-AK gegen Antigene von
E. dermatitidis
Abb. 3.6: Immuno-Dot-Blot mit Nachweis von IgA-AK gegen Antigene von
E. dermatitidis
Abb. 3.7: Immuno-Dot-Blot entwickelt mit Anti-Human IgE-alk. Phosphatase
Abb. 3.8: Immuno-Dot-Blot entwickelt mit Anti-Human IgE-alk. Phosphatase
Abb. 3.9: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgG-
Konzentration gegen E. dermatitidis
Abb. 3.10: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgA-
Konzentration gegen E. dermatitidis
Abb. 3.11: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgE-
Konzentration gegen E. dermatitidis
Abb. 3.12: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgG-
Konzentration gegen E. dermatitidis, nur der höchste Meßwert verschiedener
Seren wurde berücksichtigt.
Abb. 3.13: Verteilung der IgG-AK-Meßwerte bei den drei getesteten Kollektiven
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Abb. 3.14: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgA-
Konzentration gegen E. dermatitidis, nur der höchste Meßwert verschiedener
Seren wurde berücksichtigt.
Abb. 3.15: Verteilung der IgA-AK-Meßwerte bei den drei getesteten Kollektiven
Abb. 3.16: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen spezifischen IgE-
Konzentration gegen E. dermatitidis, nur der höchste Meßwert verschiedener
Seren wurde berücksichtigt.
Abb. 3.17: Verteilung der IgE-AK-Meßwerte bei den drei getesteten Kollektiven
Abb. 4.1: Darstellung des ABICAP-Tool
Abb. 4.2: Darstellung des Versuchsaufbaus für den ABICAP-Test
Tab.1.1: Biologische Eigenschaften der Immunglobuline,
aus: Baenkler, Medizinische Immunologie
Tab. 3.1: ABICAP-Test zum Nachweis von IgG-, IgA-, IgE-AK gegen E. dermatitidis-
Antigene im Serum von CF-Patienten mit nachgewiesener E. dermatitidis-
Besiedlung des Respirationstraktes
Tab. 3.2: ABICAP-Testergebnisse zum Nachweis von IgG-, IgA-, IgE-AK gegen E.
dermatitidis im Serum von CF-Patienten ohne E. dermatitidis-Besiedlung
Tab. 3.3: ABICAP-Testergebnisse zum Nachweis von IgG-, IgA-, IgE-AK gegen E.
dermatitidis im Serum von gesunden Probanden
Tab. 3.4: Grenzwertberechnung für die IgG-, IgA-, IgE-AK-Bildung
Tab. A.1: Keimnachweis bei 12 CF-Patienten im Rachenabstrich und Sputum
Tab. A.2: Gegenüberstellung von Gesamt-IgE-Einheiten und spezifischer IgE-AK-
Bildung gegen E. dermatitidis bei CF-Patienten
Tab. A.3: Lungenfunktionswerte und Shwachman Score von CF-Patienten
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7.3. Tabellen
Tabelle A.1: Keimnachweis bei 12 CF-Patienten im Rachenabstrich und Sputum
im Vergleich zur IgG-und IgA-AK-Bildung im ABICAP-Test gegen
E. dermatitidis-Proteine
Name Vorstelldatum Keim Rachen-
abstrich
Sputum IgG-
AK
im
Abicap
-Test
IgA-AK
im
Abicap
-Test
S. S. 02.05.1990 Exophilia dermatitidis X
04.07.1990 Exophilia dermatitidis X
15.08.1990 Exophilia dermatitidis X
06.09.1990 Exophilia dermatitidis X
08.10.1990 Exophilia dermatitidis X
15.05.1991 Exophilia dermatitidis X
08.11.1991 Exophilia dermatitidis X
13.12.1991 Exophilia dermatitidis X
12.03.1992 Exophilia dermatitidis X
27.04.1992 Exophilia dermatitidis X
01.10.1992 Exophilia dermatitidis X
01.04.1993 Exophilia dermatitidis X
22.09.1993 Exophilia dermatitidis X
24.12.1993 Exophilia dermatitidis X
30.08.1995 1,227 1,036
09.04.1996 1,157 1,435
17.12.1996 1,087 1,906
R.D. 02.12.1991 Exophilia dermatitidis X
03.02.1992 Exophilia dermatitidis X
03.03.1992 Exophilia dermatitidis X
02.06.1992 Exophilia dermatitidis X
15.09.1992 Exophilia dermatitidis X
11.12.1992 Exophilia dermatitidis X
25.03.1993 Exophilia dermatitidis X
11.10.1995 0,941 0,311
12.12.1995 0,756 0,390
T.P. 12.03.1990 Exophiala dermatitidis X
21.07.1990 Exophiala dermatitidis X
28.08.1990 Exophiala dermatitidis X
26.10.1990 Exophiala dermatitidis X
08.05.1991 Exophilia dermatitidis X
26.11.1991 Exophilia dermatitidis X
31.03.1992 Exophilia dermatitidis X
11.05.1992 Exophilia dermatitidis X
21.07.1992 Exophilia dermatitidis X
01.12.1992 Exophilia dermatitidis X
18.02.1993 Exophilia dermatitidis X
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30.09.1993 Exophilia dermatitidis X
11.01.1994 Exophilia dermatitidis X
08.11.1994 Exophiala dermatitidis X
16.10.1995 1,915 0,699
06.02.1996 2,077 0,891
16.01.1997 2,179 0,621
H.J. 09.07.1991 Exophiala dermatitidis X
03.11.1995 1,068 0,397
19.06.1996 1,312 0,703
S.C. 26.09.1996 Exophilia dermatitidis X
20.11.1996 Exophilia dermatitidis X
18.12.1996 Exophilia dermatitidis X
22.07.1993 Exophiala dermatitidis X
03.02.1994 Exophiala dermatitidis X
21.04.1994 Exophiala dermatitidis X
17.08.1994 Exophiala dermatitidis X
17.11.1994 Exophiala dermatitidis X
27.01.1995 Exophiala dermatitidis X
27.04.1995 Exophiala dermatitidis X
19.10.1995 Exophiala dermatitidis X
24.01.1996 Exophiala dermatitidis X
01.08.1996 Exophiala dermatitidis X
08.12.1995 1,357 0,319
19.01.1996 1,951 0,358
16.01.1997 2,040 0,384
S.P. 06.05.1993 Exophilia dermatitidis X
10.01.1996 1,412 0,364
02.01.1997 1,232 0,223
S.B. 26.07.1994 Exophiala dermatitidis X
12.01.1996 1,216 0,860
10.07.1996 1,062 0,824
S.L. 10.01.1990 Exophiala dermatitidis X
26.03.1990 Exophiala dermatitidis X
30.03.1992 Exophiala dermatitidis X
02.05.1996 1,846 0,188
A.O. 16.04.1992 Exophiala dermatitidis X
22.07.1993 Exophiala dermatitidis X
18.07.1996 0,895 0,869
09.01.1997 0,930 0,664
C.B. 07.01.1992 Exophilia dermatitidis X
02.09.1992 Exophilia dermatitidis X
08.05.1993 Exophilia dermatitidis X
24.08.1993 Exophilia dermatitidis X
02.08.1994 Exophilia dermatitidis X
12.10.1994 Exophilia dermatitidis X
22.06.1994 Exophiala dermatitidis X
02.09.1996 2,151 0,824
15.10.1996 1,990 0,896
T.L. 15.03.1992 Exophiala dermatitidis X
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02.09.1996 1,522 0,265
T.K. 02.12.1992 Exophilia dermatitidis X
08.10.1992 Exophiala dermatitidis X
22.10.1993 Exophilia dermatitidis X
02.09.1996 1,414 0.298
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Tabelle A.2: Gegenüberstellung von Gesamt-IgE-Einheiten (RAST-Test) und spezifischer
IgE-AK-Bildung gegen E. dermatitidis (ABICAP-Test) bei CF-Patienten mit
E.d.- und CF-Patienten ohne E.d.-Besiedlung
Name Abnahmedatum des
Serums
gemessenes
Gesamt-IgE
IgE-AK
im Abicap-Test
S.S. 30.11.1993 45
29.04.1994 34,3
27.09.1994 44,8
28.09.1994 48
08.12.1994 55,7
03.01.1995 54,6
18.04.1995 41,1
21.04.1995 48,4
CF 19.05.1995 30,5
mit 21.06.1995 43,4
E.d. 30.08.1995 87 0,071
15.09.1995 35,6
18.09.1995 34,6
09.04.1996 <75
17.12.1996 101 0,065
R.D. 23.02.1994 17
10.03.1994 14,2
18.04.1994 14,7
24.05.1994 13
01.07.1994 22,8
30.09.1994 11,7
20.10.1994 15,2
25.10.1994 18,2
07.12.1994 14,4
14.12.1994 17,7
05.03.1995 16,4
02.06.1995 22.9
29.06.1995 24,7
18.09.1995 44,9
11.10.1995 <75 0,054
12.12.1995 <75
27.12.1995 13,2
12.01.1996 18,5
29.01.1996 28,1
09.02.1996 25,6
19.03.1996 27,2
13.05.1996 21,8
07.03.1996 15,2
T.P. 11.01.1994 300
07.07.1994 736
27.07.1994 659
13.09.1994 624
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06.10.1994 449
08.11.1994 437
14.11.1994 642
06.12.1994 564,4
22.02.1995 426
22.03.1995 315
11.05.1995 483
24.07.1995 682
04.09.1995 487
02.10.1995 526,8
16.10.1995 634
14.11.1995 529
16.01.1996 430
01.02.1996 418,2
06.02.1996 495 0,108
16.01.1997 329 0,291
H.J. 01.02.1994 203,6
11.02.1994 178,4
20.04.1995 157,6
03.11.1995 210,8 0,047
13.06.1996 752,2
19.06.1996 866
27.09.1996 283,6
S.C. 02.03.1994 805,8
05.10.1994 456
28.04..1995 773,4
07.12.1995 528
08.12.1995 489
18.01.1996 674
16.12.1996 504
19.01.1996 1045
16.01.1997 520 0,015
S.P. 03.01.1994 374,8
20.04.1994 339,6
09.09.1994 377,2
07.10.1994 364
07.12.1994 348,8
07.02.1995 87,9
13.07.1995 377,6
21.07.1995 377,6
28.12.1995 382
10.01.1996 354,6 0,050
02.01.1997 339
S.B. 06.06.1994 301
25.07.1994 292,2
05.08.1994 337
06.09.1994 286
20.01.1995 162
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29.05.1995 114
30.05.1995 91,8
07.07.1995 117
09.01.1996 247,6
12.01.1996 332 0,013
10.07.1996 538
S.L. 12.04.1994 25,8
15.02.1995 14,4
27.03.1995 10,5
10.05.1995 14,8
13.07.1995 25,8
01.09.1995 8,3
30.11.1995 9,2
30.04.1996 23
02.05.1996 <75 0,010
13.05.1996 16,2
A.O. 04.03.1994 26,8
25.03.1994 22,8
22.06.1994 35,8
11.07.1994 37
14.09.1994 26
09.11.1994 22.1
03.04.1995 25,6
01.06.1995 34,4
14.06.1995 34,7
31.08.1995 32,7
17.10.1995 28
30.01.1996 42,9
18.07.1996 20,8
29.07.1996 24,8
09.01.1997 <75 0,041
C.B. 20.06.1994 468,6
21.10.1994 1340
08.11.1994 1406
21.11.1994 618
05.12.1994 535
19.12.1994 437
10.01.1995 207
06.02.1995 179
20.09.1995 371
02.09.1996 817 0,014
15.10.1996 <75
T.L. 24.03.1995 148
01.09.1995 158
23.02.1996 136
02.09.1996 248 0,008
T.K. 25.03.1994 252
24.05.1994 128
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02.09.1994 901
28.10.1994 596
13.06.1995 236
02.09.1996 545 0,017
A.D. 20.07.1995 <75 0,024
D.P. 02.05.1994 222,6
12.07.1994 493,4
13.10.1994 686
15.11.1994 584
17.11.1994 541,6
07.08.1995 262,8
08.08.1995 262,8 0,035
08.11.1995 1287
12.12.1995 483,4
14.03.1996 885,6
CF 18.03.1996 706,8
ohne 30.04.1996 1109
E.d. 17.05.1996 1509
20.09.1996 387
S.H. 04.03.1994 7
02.05.1994 23,4
13.10.1994 4
04.03.1995 10
06.03.1995 10
09.08.1995 <75 0,017
26.01.1996 18,6
29.04.1996 <75
R.S. 11.01.1994 672
14.03.1994 902
17.03.1994 1174
05.04.1994 929,2
02.05.1994 471
08.07.1994 293
01.09.1994 238
04.11.1994 368
17.11.1994 200
06.08.1995 248
09.08.1995 208 0,00
01.07.1996 190
12.07.1996 11,4
F.S. 19.01.1994 270
03.06.1994 353
04.07.1994 227
22.11.1994 303
10.02.1995 356,4
13.02.1995 356,4
02.06.1995 527
21.08.1995 1171
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31.08.1995 2908 0,021
20.09.1995 1360
13.10.1995 1017
07.11.1995 840
05.12.1995 438
05.03.1996 242,8
05.03.1996 308
M.N. 07.03.1994 125
07.07.1994 117,2
02.01.1995 139,4
06.06.1995 89,2
06.09.1995 229 0,028
04.11.1995 138
12.01.1996 113,2
J.C. 07.09.1995 <75 0,063
J.D. 09.03.1994 203
05.04.1994 248,6
29.08.1994 548,4
04.10.1994 449
13.03.1995 260,8
18.09.1995 584
09.10.1995 250,8
11.10.1995 322 0,049
21.11.1995 324
10.01.1996 448
01.04.1996 251
08.07.1996 173,2
10.09.1996 317
14.10.1996 311
13.12.1996 448
S.B. 28.04.1994 14,2
04.05.1994 11,4
25.07.1994 16,7
31.08.1994 12,5
19.09.1994 5,4
29,09.1994 10,6
18.11.1994 15
28.12.1994 7
31.05.1995 7,7
14.06.1995 6
20.09.1995 8,3
02.10.1995 5
12.10.1995 <75 0,016
02.01.1996 26,2
24.05.1996 20
19.06.1996 12,4
12.09.1996 <75
13.12.1996 8,9
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I.K. 16.10.1995 101 0,070
D.B. 16.03.1994 11
10.06.1994 8,7
29.09.1994 12,4
22.11.1994 5,9
10.04.1995 6,8
11.07.1995 3,8
18.10.1995 <75 0,026
01.04.1996 <75
11.04.1996 5,6
18.07.1996 6,5
10.09.1996 5,7
14.10.1996 <75
K.H. 20.01.1994 23,4
17.06.1994 15,2
25.01.1995 15,2
23.06.1995 10,6
18.10.1995 <75 0,053
19.10.1995 22,2
27.06.1996 <75
23.01.1997 19,5
L.B. 29.08.1994 17,9
15.02.1995 23,6
20.10.1995 58 0,037
P.H. 06.01.1994 1024
07.01.1994 69
14.01.1994 1141
18.03.1994 870
01.06.1994 378
05.07.1994 958
20.07.1994 1030
10.08.1994 548
18.08.1994 339
29.08.1994 266
16.09.1994 262
23.09.1994 279
25.10.1994 373
09.11.1994 269
13.01.1995 222
24.04.1995 280
30.05.1995 300
04.07.1995 468
13.07.1995 410
04.08.1995 315
01.09.1995 318
16.10.1995 817
23.10.1995 1172 0,001
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29.11.1995 418,6
12.12.1995 359,2
19.12.1995 289,6
27.12.1995 209,6
02.01.1996 241,8
D.B. 20.05.1994 16
14.11.1994 20,6
28.11.1994 22,4
28.03.1995 16,7
15.09.1995 13,6
25.10.1995 18,8 0,010
30.05.1996 24,7
10.06.1996 <75
T.N. 23.10.1995 <75
K-D.M. 23.02.1994 5,5
05.07.1994 9
30.11.1994 9,7
03.05.1995 6,2
02.11.1995 6,8
19.06.1996 <75
02.07.1996 9,6 0,017
E.J. 01.02.1994 695,6
11.02.1994 655,4
24.03.1994 642
22.09.1995 1160
03.11.1995 1665 0,024
13.06.1996 581,2
19.06.1996 607
S.E. 09.09.1994 94,5
13.09.1994 87
02.11.1994 103,6
11.05.1995 343
25.10.1995 154
02.11.1995 177,4
06.11.1995 216 0,023
08.01.1996 161
07.05.1996 60
23.07.1996 107
11.11.1996 123
M.L. 04.08.1994 122
20.02.1995 91
21.02.1995 162
07.11.1995 <75 0,041
07.11.1996 354 0,006
P.R. 15.11.1993 26,2
17.05.1994 25
10.11.1995 <75 0,025
I.P. 07.07.1994 19,6
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24.10.1994 18,2
06.02.1995 16
13.11.1995 19,4 0,086
28.06.1996 10,2
11.10.1996 <75
13.02.1997 11,2
M.L. 15.02.1994 4,2
20.02.1995 13
16.11.1995 <75 0,050
02.08.1996 14,6
07.11.1996 <75
A.S. 25.02.1994 19,8
27.05.1994 20
04.10.1994 19,8
13.03.1995 18,4
26.06.1995 17,2
16.11.1995 <75 0,140
10.04.1996 18,6
11.04.1996 18,6
L.C. 29.11.1993 214,4
17.10.1994 446,8
27.11.1995 392,2 0,102
22.07.1996 377
J.P. 05.05.1994 20,9
17.11.1994 29,9
08.12.1994 10,2
26.04.1994 65,5
14.09.1995 20,4
01.12.1995 45,8
04.12.1995 45,8 0,063
18.12.1995 47
H.P. 20.07.1994 13,6
19.08.1994 27
16.09.1994 35
07.10.1994 9,7
26.12.1994 14
14.06.1995 6,5
18.07.1995 4,4
30.10.1995 4,7
16.11.1995 4,6
22.12.1995 8
27.12.1995 <75 0,022
12.02.1996 13,5
12.06.1996 20,9
13.09.1996 <75
L-M.H. 16.01.1996 17,2
08.02.1996 <75 0,003
R.K. 26.04.1994 20,4
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07.06.1994 5,8
15.07.1994 17,6
26.09.1994 12,9
14.11.1994 16,2
25.11.1994 17,2
14.03.1995 25
31.05.1995 34,8
31.01.1996 22,8
E.U. 21.02.1994 59,8
13.05.1994 40
13.09.1994 63,7
15.05.1995 67,7
23.01.1996 50,4
30.01.1996 <75 0,021
J.N. 19.09.1994 110,4
09.11.1994 57
18.04.1995 44,4
18.10.1995 67,7
07.02.1996 197 0,033
11.03.1996 165
T.K. 06.10.1993 1,5
16.06.1994 3,2
23.02.1996 <75 0,071
T.B. 05.04.1994 3,9
06.10.1994 5
26.02.1995 4
20.03.1995 2,1
17.05.1995 5
09.06.1995 3,1
11.07.1995 3,9
07.09.1995 4,1
26.02.1996 4
29.02.1996 <75 0,026
02.07.1996 2,9
24.09.1996 2,5
J.S. 11.01.1994 5,5
25.04.1994 4
02.05.1995 10,2
07.03.1996 5,6 0,017
A.D. 07.01.1994 57
21.03.1994 66,2
16.06.1994 47,9
02.11.1994 65,9
03.04.1995 55,4
20.03.1996 84,4
20.03.1996 100 0,022
03.04.1996 93,2
14.11.1996 118
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C.D. 07.01.1994 37
21.03.1994 47,4
03.04.1995 60,8
20.03.1996 48,6 0,019
03.04.1996 44,2
14.11.1996 60
C.M. 02.03.1994 12
13.04.1995 5,8
28.11.1995 29,8
26.03.1996 <75 0,016
09.04.1996 28
J-P.H. 18.07.1994 6
19.07.1994 6
11.06.1996 <75
A.H. 09.07.1993 3,2
26.06.1995 4
27.06.1996 <75 0,019
10.07.1996 98,6
H.G. 05.12.1995 15,7
09.02.1996 12,9
03.05.1996 13,8
02.08.1996 <75 0,001
03.02.1997 11,5
S.G. 16.02.1994 47,3
27.09.1994 40,6
09.05.1995 39,3
06.09.1995 66,2
20.02.1996 67,7
04.10.1996 <75 0,014
17.06.1997 82,1
D.F. 10.07.1995 4,2
14.11.1995 7,5
22.03.1996 5,2
15.10.1996 6,6
19.11.1996 <75 0,0
M.M. 05.07.1994 200
02.08.1994 183
16.09.1994 224
24.10.1994 168
05.01.1995 116
24.07.1995 237,8
03.01.1997 612 0,0
J.L. 22.03.1994 5,7
14.02.1995 7,4
20.03.1995 8,2
16.01.1997 <75 0,005
T.R. 09.06.1994 350
12.09.1994 329
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20.10.1994 307
04.03.1995 2458
06.03.1995 2458
05.09.1995 371
07.11.1995 416
27.12.1995 350
08.01.1996 452
30.05.1996 239
17.02.1997 267
M.H. 14.01.1994 469
03.05.1994 565
11.07.1994 424
04.04.1995 237
16.10.1995 347
21.02.1997 486 0,002
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Tabelle A.3: Lungenfunktionswerte und Shwachman Score von CF-Patienten mit E.d.-
und CF-Patienten ohne E.d.-Besiedlung
Name Vorstelldatum FEV1
in Litern
FEV1 % Soll Shwachmanscoe
ohne Röntgen
im Jahr 1996
S.S. 10.01.1994 0,364 23 35 / 4
20.01.1994 0,492 31
28.02.1994 0,36 23,3
29.04.1994 0,44 28,4
27.06.1994 0,44 28,4
23.08.1994 0,4 25,9
CF 27.09.1994 0,321 2
mit 07.10.1994 0,391 24
E.d. 08.12.1994 0,4 24,3
03.01.1995 0,383 23
09.01.1995 0,396 24
13.01.1995 0,441 27
21.01.1995 0,48 29,2
18.04.1995 0,4 23,8
04.05.1995 0,43 25
25.07.1995 0,48 28,6
08.08.1995 0,284 16
05.09.1995 0,247 14
18.09.1995 0,288 16
28.09.1995 0,4 23,8
18.10.1995 0,365 21
21.12.1995 0,327 19
10.04.1996 0,4 23,8
23.04.1996 0,434 25,8
04.11.1996 0,455 26,5
R.D. 05.10.1994 0,554 17 20 / 5
25.10.1994 1,14 35
28.10.1994 1,12 34
25.11.1994 1,08 37,5
13.12.1994 1,04 36,1
17.01.1995 1,17 36
06.03.1995 0,759 23
15.03.1995 1,17 35
18.04.1995 1,12 37,9
15.05.1995 0,92 31,1
01.06.1995 0,76 25,7
12.06.1995 0,8 27
29.06.1995 0,76 25,7
13.07.1995 1,12 37,9
18.09.1995 0,8 27
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04.10.1995 0,769 23
20.10.1995 1,03 31
09.11.1995 1 33,8
21.12.1995 0,737 22
24.12.1995 1,12 38,1
12.01.1996 0,92 31,1
09.02.1996 0,96 32,5
20.03.1996 0,72 23,7
25.03.1995 0,88 29
29.04.1996 1,04 34,8
13.05.1996 0,92 30,3
24.05.1996 1,08 35,6
26.07.1996 1,08 35,6
07.08.1996 1,12 38,2
11.12.1996 0,96 32,8
20.01.1997 0,76 25,9
23.01.1997 0,92 31,4
04.02.1997 0,72 24,1
T.P. 24.10.1994 1,12 33,8 45 / 3
07.11.1994 0,92 27,7
07.12.1994 0,881 22
16.12.1994 0,872 22
22.12.1994 1,03 26
22.02.1995 0,96 29,2
22.03.1995 0,92 27,9
20.04.1995 0,84 25,5
02.05.1995 0,958 28
10.05.1995 1,01 29
04.10.1995 1,01 30
13.10.1995 0,988 30
21.11.1995 1,08 32,8
15.01.1996 1,04 31,8
07.02.1996 1,04 31,8
15.02.1996 1,08 33,1
03.05.1996 0,92 27,8
H.J. 11.02.1994 2,21 85 65 / 1
24.03.1994 2,16 81
30.06.1994 2,21 82
20.10.1994 2,16 79
12.01.1995 2,25 83
21.04.1995 1,96 74
02.11.1995 1,93 68
22.02.1996 1,76 60,8
28.03.1996 2,32 80,2
13.06.1996 1,84 60,8
26.09.1996 2,52 80,8
S.C. 25.02.1994 1,11 57 55 / 2
08.03.1994 1,19 61
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21.04.1994 1,5 74
23.06.1994 1,56 77
05.10.1994 1,62 76
26.01.1995 1,7 78
27.04.1995 1,74 79
22.05.1995 1,84 81
24.08.1995 1,89 82
07.12.1995 1,71 73
18.01.1996 1,8 75,8
06.02.1996 1,8 75,8
18.04.1996 1,88 73,7
S.P. 31.08.1994 0,455 30 40 / 3
15.09.1994 0,664 44
09.12.1994 0,445 30
16.12.1994 0,623 41
13.01.1995 0,562 37
24.01.1995 0,784 51
13.02.1995 0,588 38
10.03.1995 0,48 31
21.03.1995 0,633 38
14.07.1995 0,584 36
25.07.1995 0,916 56
31.10.1995 0,96 56,9
28.12.1995 0,8 48,5
10.01.1996 0,96 58,2
08.07.1996 0,84 46,7
18.07.1996 0,88 48,9
27.12.1996 0,765 39,9
30.12.1996 0,8 41,7
09.01.1997 0,88 45,9
S.B. 27.07.1994 1,69 68 55 / 2
04.08.1994 2,01 81
05.09.1994 2,12 86,1
22.11.1994 2,24 91
20.01.1995 2,28 87,9
20.04.1995 2,12 81,7
23.05.1995 1,62 61
26.05.1995 1,36 52,4
08.06.1995 1,94 73
19.06.1996 2,04 78,6
12.09.1995 2,12 75
01.12.1995 1,84 63,4
06.05.1996 2,52 86,2
11.07.1996 1,96 67,7
23.07.1996 2,4 82,9
18.11.1996 2,6 88,9
09.01.1997 2,28 75,4
S.L. 22.03.1994 1,72 50,5 40 / 3
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13.04.1994 1,6 47
14.02.1995 1,72 50,5
24.03.1995 1,76 52,1
10.05.1995 1,76 52,1
03.08.1995 1,84 54,5
01.09.1995 1,76 52,1
16.11.1995 1,52 45
30.11.1995 1,19 34
13.12.1995 1,54 44
23.02.1996 1,88 56,1
02.05.1996 1,08 34
13.05.1996 1,6 49,2
02.08.1996 1,4 44,1
14.08.1996 1,6 50,4
22.10.1996 0,92 28,6
30.10.1996 1,32 41,1
28.02.1997 0,88 27,4
06.03.1997 1,12 34,4
A.O. 17.06.1994 2,04 63,6 50 / 3
21.07.1994 2,42 76
18.10.1994 2,32 72,9
19.12.1994 1,92 60,4
10.01.1995 2,16 67,9
07.03.1995 2,08 65,4
29.03.1995 2,12 66,7
05.04.1995 1,59 49
15.05.1995 2,16 67,9
01.06.1995 2,04 64,1
14.06.1995 1,84 57,9
22.06.1995 1,68 52,8
02.08.1995 1,68 52,8
29.08.1995 1,84 58,3
17.10.1995 1,66 49
27.10.1995 1,73 52
27.11.1995 2,00 63,4
26.01.1996 2,04 64,6
23.02.1996 1,84 58,3
08.03.1996 1,96 62,1
22.04.1996 2,04 64,6
08.07.1996 2,07 65
17.07.1996 1,96 65,8
29.07.1996 2,00 67,2
09.01.1997 2,04 68,5
20.01.1997 2,12 71,2
C.B. 21.06.1994 2,67 94 60 / 2
30.06.1994 2,73 96
29.09.1994 1,8 61,6
20.10.1994 1,8 61,6
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10.01.1995 2,52 86,2
15.05.1995 2,84 97,1
31.10.1995 2,92 99,9
22.01.1996 3,04 104
15.04.1996 2,96 101
05.07.1996 2,92 99,9
14.10.1996 2,76 94,4
28.10.1996 2,88 98,5
T.L. 19.08.1994 3,44 50 / 3
24.03.1995 3,4 80,8
01.09.1995 3,4 80,8
23.02.1996 3,48 83,2
T.K. 24.03.1994 2,84 61,4 60 / 2
20.05.1994 2,88 62,2
09.06.1994 3,64 78,7
01.09.1994 3,48 75,7
09.02.1995 3,59 81
13.06.1995 3,4 73,9
26.06.1995 3,72 80,9
17.11.1995 3,32 72,7
A.D. 29.06.1995 1,11 31
D.P 13.10.1994 3,07 74 50 / 3
07.11.1994 3,08 74
15.11.1994 3,65 87
28.11.1994 4,05 97
30.03.1995 3,99 97
29.06.1995 3,26 78
08.08.1995 2,31 55
17.08.1995 3,97 95
08.11.1995 2,51 60
27.11.1995 3,53 85
13.12.1995 2,87 69
02.02.1996 2,56 66,4
08.03.1996 1,84 42,3
25.03.1996 3,72 84,6
09.05.1996 2,6 59,1
21.05.1996 2,4 54,6
20.09.1996 2,96 67,3
04.12.1996 2,6 59,1
09.12.1996 3,88 88,3
S.H. 18.10.1994 1,44 37 30 / 4
18.11.1994 0,986 26
23.11.1994 1,26 32
30.11.1994 1,76 45
17.01.1995 1,04 27
02.03.1995 0,933 24
24.03.1995 1,37 35
29.06.1995 0,836 21
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08.08.1995 1,01 26
09.08.1995 0,886 23
CF 17.08.1995 1,03 26
Ohne 26.10.1995 0,806 20
E.d. 29.11.1995 1,41 36
07.02.1996 1,00 28,7
22.04.1996 0,96 27,5
02.05.1996 0,84 24,1
13.03.1997 0,88 25,2
R.S. 14.07.1994 2,3 52 55 / 2
18.08.1994 2,28 51,9
02.11.1994 2,12 48,6
17.11.1994 2,12 48,6
07.08.1995 1,71 39
18.08.1995 1,81 41
01.07.1996 2,2 51,1
12.07.1996 2,2 51,1
F.S. 24.03.1994 1,68 57,8 60 / 2
06.06.1994 1,59 53
14.06.1994 2,19 73
12.09.1994 2,4 78,3
22.11.1994 2,08 66,1
10.02.1995 2,43 77
23.02.1995 2,64 83
01.06.1995 1,8 55,2
23.06.1995 2,04 62,6
17.08.1995 2,05 61
31.08.1995 2,82 84
05.12.1995 1,92 56,9
06.03.1996 1,96 59,6
19.03.1996 2,52 76,7
13.03.1997 1,88 53,9
M.N. 09.06.1994 0,829 52 55 / 2
07.07.1994 0,851 54
23.09.1994 0,863 52
08.12.1994 0,793 48
02.01.1995 0,944 56
16.01.1995 0,844 51
09.03.1995 0,975 58
28.03.1995 0,801 46
06.06.1995 1,01 56
04.09.1995 1,14 63
02.11.1995 1,23 65
11.01.1996 1,2 62,7
08.02.1996 1,24 64,8
23.05.1996 1,12 57,4
22.08.1996 1,28 65,6
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05.12.1996 1,32 62,7
21.01.1997 1,24 58,9
20.03.1997 1,28 59,9
J.C. 13.02.1995 0,588 47 60 / 2
08.06.1995 0,99 76
06.09.1995 0,977 71
06.12.1995 1,18 84
29.02.1996 1,00 71,1
30.05.1996 1,08 74,1
29.08.1996 1,08 69,8
07.11.1996 1,2 75,2
16.01.1997 0,96 60,2
J.D. 30.08.1994 1,17 60 60 / 2
13.10.1994 1,4 65,8
28.11.1994 1,36 64
09.12.1994 1,18
13.01.1995 1,36 64
14.03.1995 1,3 59
27.03.1995 1,44 66
22.05.1995 1,4 63,4
02.08.1995 1,4 61,7
18.09.1995 0,84 37
10.10.1995 1,05 45
20.10.1995 1,42 68
20.11.1995 1,00 44,1
08.01.1996 1,00 42,9
20.02.1996 0,8 34,6
05.03.1996 1,32 57,7
25.06.1996 1,32 55,4
08.07.1996 1,32 55,4
23.09.1996 1,4 56,9
11.10.1996 1,24 50,4
25.10.1996 1,52 61,8
13.12.1996 1,68 65,9
04.02.1997 1,64 64,3
S.B. 18.11.1994 2,64 60,9 55 / 2
08.12.1994 2,4 55,8
29.12.1994 2,25 55
12.01.1995 3,6 88
27.04.1995 2,84 66
26.05.1995 3,47 88
31.05.1995 2,32 53,9
13.06.1995 2,00 51
11.07.1995 3,28 76,2
20.09.1995 2,52 58,5
04.10.1995 3,28 84
11.10.1995 3,29 83
28.02.1996 2,4 57,4
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12.03.1996 3,44 82,3
24.05.1996 2,24 52,4
03.06.1996 2,04 47,7
07.06.1996 2,44 58,4
20.06.1996 3,16 75,6
06.09.1996 2,32 54,3
11.09.1996 2,08 49,7
24.09.1996 3,44 82,3
21.10.1996 2,76 63,6
13.12.1996 2,48 57,5
21.01.1997 2,08 68,8
27.01.1997 3,16 75,6
05.02.1997 3,28 78,5
I.K. 24.03.1994 1,72 108
04.10.1994 1,78 101
03.04.1995 1,93 106
25.03.1996 1,96 91,9
D.B. 21.09.1994 3,31 78 70 / 1
29.09.1994 3,73 87
22.11.1994 4,00 97,3
16.12.1994 3,6 87,5
11.04.1995 3,28 76
11.07.1995 3,24 78,8
29.09.1995 3,44 83,7
16.10.1995 3,08 71
28.11.1995 3,52 85,6
02.04.1996 3,12 69
10.04.1996 3,96 87,5
18.07.1996 3,08 65,5
10.09.1996 3,04 64,7
15.10.1996 3,4 75,1
23.10.1996 4,00 88,4
22.11.1996 3,4 72,4
17.02.1997 3,64 77,9
K.H. 18.10.1995 0,705 92,8 50 / 3
21.02.1996 0,733 92,2
01.07.1996 0,914 112
10.07.1996 0,76 93
19.12.1996 0,76 81,7
L.B. 04.06.1996 1,12 106 70 / 1
04.02.1997 0,8 67,1
P.H. 20.06.1994 1,56 44,5
18.08.1994 1,52 43,4
19.09.1994 1,4 39,9
23.09.1994 1,36 38,8
06.10.1994 1,8 51,4
16.01.1995 0,965 27
20.01.1995 1,22 34
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31.01.1995 1,56 44,8
17.03.1995 1,02 28
27.04.1995 1,2 34,5
29.05.1995 0,96 27,6
31.05.1995 0,8 22,9
07.06.1995 1,07 30
30.06.1995 1,08 31
21.07.1995 1,28 36,8
31.08.1995 0,92 26,4
14.09.1995 0,92 26,4
27.09.1995 1,24 35,6
31.10.1995 0,812 23
D.B. 03.02.1994 2,48 110 50 / 3
10.05.1994 1,72 75,6
14.11.1994 1,72 73,4
29.11.1994 2,11 90
09.12.1994 1,94 83
28.03.1995 2,28 93,6
13.09.1995 1,84 74,1
26.10.1995 1,69 68
07.11.1995 1,84 74
02.02.1996 2,00 80,6
30.05.1996 1,52 59
07.06.1996 2,12 82,6
18.06.1996 1,64 63,9
05.07.1996 2,2 85,3
02.09.1996 2,4 91,4
02.10.1996 2,24 85,3
14.10.1996 2,00 76,2
18.10.1996 2,32 88,3
10.12.1996 2,16 80,7
21.03.1997 2,16 74,4
K-D.M. 22.02.1994 1,6 101 60 / 2
05.07.1994 1,8 109
29.11.1994 1,88 109
02.05.1995 2,00 109
01.08.1995 1,92 102
03.11.1995 1,65 85
16.11.1995 1,88 97
05.12.1995 1,56 81,4
20.06.1996 1,56 76,5
02.07.1996 1,88 92,2
E.J. 11.02.1994 4,09 101 65 / 1
24.03.1994 3,8 92
30.06.1994 3,45 83
20.10.1994 3,71 88
12.01.1995 3,6 86
27.04.1995 3,57 85
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18.05.1995 3,63 87
22.09.1995 2,21 52
02.11.1995 3,85 90
22.02.1996 3,44 76,5
28.03.1996 3,28 73
13.06.1996 3,44 76,8
10.10.1996 2,88 64,3
18.11.1996 2,92 65,1
13.03.1997 3,4 75,9
S.E. 08.09.1994 1,8 53,7 45 / 3
26.10.1994 1,76 52,5
04.11.1994 1,36 38
10.11.1994 1,92 55
24.11.1994 1,8 53,7
11.05.1995 0,96 28,6
08.06.1995 1,4 42,1
08.09.1995 2,32 69,7
25.10.1995 1,88 56,5
03.11.1995 1,12 31
15.11.1995 2,21 61
01.12.1995 2,36 70,9
22.01.1996 1,8 54,1
07.05.1996 1,8 54,1
17.06.1996 2,2 66,6
20.09.1996 2,00 60,6
11.12.1996 1,48 44,8
09.01.1997 1,8 54,5
27.01.1997 1,72 52,1
M.L. 07.07.1994 1,04 81 70 / 1
08.09.1994 1,07 92
03.11.1994 1,22 102
15.12.1994 1,32 108
20.02.1995 1,24 89
02.03.1995 1,18 92
11.05.1995 1,13 84
19.10.1995 1,62 117
07.11.1995 1,12 78
20.11.1995 1,15 80
11.01.1996 1,32 93,7
04.04.1996 1,64 111
11.06.1996 1,4 94,4
24.06.1996 1,4 94,4
01.08.1996 1,48 99,4
19.09.1996 1,6 107
06.11.1996 1,48 96,5
21.11.1996 1,44 93,9
09.01.1997 1,44 93,9
27.02.1997 1,48 95,9
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P.R. 17.05.1994 1,6 114 75 / 1
23.09.1994 1,36 96,5
08.11.1994 1,16 75,1
01.12.1994 1,1 76
12.05.1995 1,4 87,7
22.08.1995 1,44 89,2
06.09.1995 1,48 89,7
09.11.1995 1,49 88
17.06.1996 1,84 103
22.08.1996 1,76 95,8
25.11.1996 1,56 87,6
I.P. 09.06.1994 0,632 56
08.09.1994 0,69 62
07.12.1994 0,624 56
08.12.1994 0,754 67
20.02.1995 0,742 66
13.07.1995 0,771 69
26.07.1995 0,764 68
15.11.1995 0,592 52
08.02.1996 0,76 71,3
15.04.1996 1,08 101
25.04.1996 0,84 74,2
27.06.1996 1,06 93,5
08.10.1996 1,16 103
21.10.1996 1,00 88,4
28.11.1996 1,01 83,9
13.02.1997 1,27 100
M.L. 21.03.1995 0,676 60
11.05.1995 0,689 85,7
19.10.1995 0,446 40
07.11.1995 0,538 62,5
07.11.1995 0,622 72,2
20.11.1995 0,614 55
11.01.1996 0,92 106
04.04.1996 0,84 91,4
11.06.1996 0,88 97
24.06.1996 0,84 92,6
01.08.1996 0,88 94,6
19.09.1996 0,92 96,4
06.11.1996 0,88 85,4
21.11.1996 0,8 77,6
09.01.1997 1,03 97,1
27.02.1997 1,08 100
A.S. 13.09.1994 1,15 42 35 / 4
07.10.1994 0,939 34
18.10.1994 1,15 42
01.12.1994 1,21 44
26.01.1995 1,21 44
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14.03.1995 1,11 39
27.03.1995 1,08 39
04.05.1995 1,06 38
28.06.1995 1,25 43
10.07.1995 1,13 39
16.11.1995 1,19 41
22.02.1996 1,08 43,5
15.04.1996 1,08 43,1
25.04.1996 0,96 38,3
L.C. 18.10.1994 1,91 45
27.10.1994 2,13 50
29.11.1995 1,63 38
23.07.1996 1,52 35,6
02.08.1996 2,04 47,8
J.P. 14.06.1994 3,84 121 65 / 1
15.11.1994 3,64 115
09.12.1994 3,38 103
20.12.1994 3,9 118
25.04.1995 1,68 52,9
25.09.1995 3,8 120
27.11.1995 2,64 83,1
04.12.1995 2,74 80
18.12.1995 3,88 122
H.P. 28.11.1994 2,88 68,9 55 / 2
27.12.1994 1,65 43
02.01.1995 2,05 53
09.01.1995 2,26 59
16.02.1995 2,37 62
09.03.1995 2,92 69,8
06.04.1995 2,25 58
25.04.1995 2,24 58
12.05.1995 2,08 49,7
18.05.1995 2,28 54,5
26.05.1995 1,88 44,9
06.06.1995 2,16 51,6
13.06.1995 2,12 50,7
21.06.1995 2,44 58,3
19.07.1995 1,77 46
28.07.1995 2,48 65
08.08.1995 2,8 66,9
25.08.1995 2,64 63,1
22.09.1995 2,76 66
30.10.1995 2,52 60,7
16.11.1995 2,88 69,3
30.11.1995 2,8 67,4
14.12.1995 3,08 74,1
28.12.1995 2,72 66,8
05.01.1996 2,72 66,8
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12.02.1996 2,76 66,4
04.03.1996 2,88 69,3
25.03.1996 2,52 61,9
10.04.1996 2,6 63,8
06.05.1996 2,76 66,4
20.05.1996 2,84 68,4
10.06.1996 2,48 59,7
09.09.1996 2,2 54
19.09.1996 2,2 54,9
25.09.1996 2,48 61,9
23.12.1996 2,68 66,8
27.12.1996 2,44 60,9
R.K. 04.08.1994 1,56 37 40 / 3
15.11.1994 1,49 35
24.11.1994 1,5 36
16.12.1994 1,72 43,2
14.03.1995 1,6 40,2
31.05.1995 1,72 43,2
28.08.1995 1,52 38,2
08.02.1996 1,2 26,5
04.09.1996 1,28 28,3
24.02.1997 1,32 29,7
07.03.1997 1,44 32,4
E.U. 01.03.1994 1,68 48,3 40 / 3
07.06.1994 1,8 51,8
26.09.1994 1,68 48,7
10.10.1994 1,68 48,7
27.01.1995 0,96 27,8
15.05.1995 1,68 48,7
01.08.1995 1,68 48,7
21.11.1995 1,41 41
24.01.1996 1,48 43,2
02.02.1996 1,56 45,5
25.10.1996 1,04 30,7
06.11.1996 1,4 41,4
J.N. 19.09.1994 1,44 34 30 / 4
08.11.1994 1,32 28,9
13.01.1995 1,12 24,5
16.02.1995 1,24 27,1
28.04.1995 1,36 32
29.06.1995 1,24 27,3
12.09.1995 1,24 27,3
13.10.1995 1,2 26,4
26.10.1995 1,28 28,2
12.02.1996 1,16 25,6
08.03.1996 1,04 23,6
18.04.1996 1,08 25,1
23.04.1996 1,2 27,8
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03.05.1996 1,12 25,4
11.12.1996 0,92 21,8
23.12.1996 1,2 28,4
T.K. 16.06.1994 1,34 93 70 / 1
15.02.1996 1,64 94,1
T.B. 17.10.1994 0,688 61 60 / 2
17.05.1995 0,624 56
24.05.1995 0,718 64
07.09.1995 1,04 126
26.02.1996 0,92 101
07.03.1996 0,887 97,8
18.03.1996 1,08 124
07.10.1996 1,2 121
J.S. 20.01.1995 1,04 129 60 / 2
04.05.1995 0,939 82
15.05.1995 0,907 79
08.03.1996 1,00 96,8
20.03.1996 1,16 112
A.D. 07.01.1994 1,24 65,4 55 / 2
22.03.1994 1,36 71
30.03.1994 1,49 78
02.11.1994 1,64 78,6
12.04.1995 1,69 77
15.05.1995 1,92 87
04.09.1995 1,96 87,2
11.03.1996 2,00 84,2
20.03.1996 1,96 82,6
03.04.1996 2,00 84,2
23.04.1996 2,24 93,5
14.11.1996 2,52 101
C.D. 07.01.1994 1,28 86,3 55 / 2
22.03.1994 1,25 80
30.03.1994 1,37 88
02.11.1994 1,6 97,2
12.04.1995 1,45 86
15.05.1995 1,68 97,9
04.09.1995 1,68 94,1
11.03.1996 1,6 84,4
20.03.1996 1,64 86,5
03.04.1996 1,72 90,8
23.04.1996 1,84 96,1
14.11.1996 1,84 89
C.M. 03.03.1994 2,88 112 75 / 1
15.03.1994 2,85 111
28.06.1994 3,16 126
13.04.1995 3,16 113
26.04.1995 3,06 110
18.09.1995 3,24 124
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05.02.1996 3,04 116
26.03.1996 3,04 114
A.H. 23.09.1994 1,08 116 65 / 1
23.06.1995 1,27 114
18.10.1995 1,07 96
21.02.1996 1,24 116
01.07.1996 1,48 137
10.07.1996 1,48 137
19.12.1996 1,4 121
H.G. 11.09.1995 1,08 90,5 60 / 2
05.12.1995 1,28 105
09.02.1996 1,12 87,3
03.05.1996 1,12 84,2
12.07.1996 1,2 87,1
02.08.1996 1,16 86,2
08.08.1996 1,32 98,1
14.10.1996 1,24 87
09.12.1996 1,32 91,5
03.02.1997 1,56 105
S.G. 13.05.1994 2,2 63,5 55 / 2
28.09.1994 2,13 60
21.10.1994 2,4 69,3
28.03.1995 2,28 66,3
08.05.1995 2,4 69,8
22.05.1995 2,36 68,6
06.09.1995 2,28 66,3
08.11.1995 2,24 65,1
20.02.1996 2,16 63,3
04.10.1996 1,84 52,7
18.10.1996 2,64 75,6
13.01.1997 1,4 41
18.02.1997 1,52 44,8
D.F. 19.05.1994 1,73 87 55 / 2
11.08.1994 2,00 97,7
03.11.1994 2,08 96
26.01.1995 1,72 79,4
16.02.1995 1,64 75,7
03.05.1995 1,48 68
12.05.1995 1,89 88
06.07.1995 1,84 81,8
03.08.1995 2,04 90,7
14.09.1995 2,00 89
08.01.1996 2,36 99,4
21.03.1996 1,84 76,1
04.04.1996 2,24 92,7
21,05.1996 2,04 83,6
24.06.1996 2,32 94,3
19.07.1996 2,00 79,1
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02.09.1996 2,32 91
15.10.1996 1,8 70
04.11.1996 1,96 76,2
19.11.1996 2,00 79,8
29.11.1996 2,08 82,3
06.12.1996 2,12 83,9
21.01.1997 2,12 81
M.M. 04.01.1994 1,65 85 55 / 2
08.06.1994 1,49 66
16.06.1994 1,69 83
04.07.1994 1,92 94,2
24.10.1994 2,24 108
16.01.1995 1,96 90,5
09.05.1995 2,08 93,2
25.07.1995 1,5 65
04.08.1995 1,81 80
27.12.1996 1,64 63,6
J.L. 22.04.1994 1,8 117 70 / 1
19.08.1994 1,8 111
14.02.1995 1,76 103
21.03.1995 1,67 95
31.03.1995 1,85 106
22.09.1995 2,12 115
16.01.1997 2,04 102
T.R. 09.06.1994 1,28 26,1 35 / 4
12.09.1994 1,32 26,9
20.10.1994 1,32 27
26.01.1995 1,56 31,9
07.02.1995 1,16 24
20.04.1995 1,28 26,2
05.09.1995 1,11 23
19.09.1995 1,4 28,7
30.05.1996 1,28 26,4
28.02.1997 1,28 26,5
M.H. 21.07.1994 2,15 57 40 / 3
07.10.1994 1,92 51,4
29.11.1994 1,8 48,2
06.02.1995 2,04 54,6
12.10.1995 1,8 48,6
26.10.1995 2,04 55
17.02.1997 1,44 39,2
27.02.1997 1,88 51,1
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Zusammensetzung des Shwachman Score (ohne Röntgen-Befunde)
Einstufung Punkte allg. Aktivität klein. Befund Ernährung
sehr gut / 1
(64-75)
25 völlig normale
Aktivität;
regelmäßiger
Schulbesuch
normal, kein Husten,
Puls und Atmung
regelrecht, Lungen
frei, gute
Körperhaltung
Gewicht und Länge
oberhalb der 25.
Prozentlinie,
Stühle geformt,
gut entwickelte Muskulatur
und Tonus
gut / 2
(52-63)
20 geringe
Ausdauer, wird
abends müde,
Schulbesuch gut
Puls und Atmung in
Ruhe normal,
seltenes Husten
oder Räuspern,
keine Trommel-
schlegelfinger,
Lungen frei,
minimales
Emphysem
Gewicht und Länge
zwischen 15. und 20.
Prozentlinie, Stühle leicht
verändert, ausreichende
Muskulatur und Tonus
leichtkrank / 3
(40-51)
15 ruht sich tags-
über aus,
ermüdet leicht
nach Anstren-
gung,
Schulbesuch
noch
ausreichend
gelegentlicher
Husten, Atmung
leicht beschleunigt,
leichtes Emphysem,
rauhes
Atemgeräusch,
lokalisierte
Rasselgeräusche
selten, beginnende
Trommel-
schlegelfinger
Gewicht und Länge
oberhalb der 3. Prozentlinie,
Stühle schlecht, massig,
kaum geformt, geringe
Abdomenauftreibung,
schlaffer Muskeltonus,
reduzierte Muskulatur
mittelschwer / 4
(28-39)
10 nur häuslicher
Unterricht
möglich, nach
kurzem Gehen
dyspnoisch, ruht
sich sehr viel aus
viel Husten,
gewöhnlich mit
Auswurf,
Thoraxeinziehun-
gen, mäßiges
Emphysem,
Thoraxdeformität
möglich, meist
Rasselgeräusche
Trommel-
schlegelfinger
Gewicht und Länge unter
der 3. Prozentlinie, schlecht
geformte, fettige,
übelriechende Stühle,
schlaffe und an Masse
reduzierte Muskulatur,
leichte bis mäßige
Abdomenauftreibung
schwerkrank / 5
(< 27)
5 Orthopnoe,
bettlägerig oder
sitzend
schwere
Hustenanfälle,
Tachypnoe mit
Tachykardie und
pathologischem
Lungenbefund,
eventuell
Rechtsherzver-
sagen, ausgeprägte
Trommel-
schlegelfinger
starke Unterernährung,
großes aufgetriebenes
Abdomen, Rektumprolaps,
voluminöse faulig riechende,
fettige Stühle, zahlreiche
Stuhlentleerungen
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